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Da die Inzidenz von HIV-Infektionen das epidemiologische Geschehen am besten 
widerspiegelt, ist die Kenntnis der HIV-Inzidenz für die epidemiologische 
Überwachung besonders wichtig. In Deutschland erfolgt die Meldung neu 
diagnostizierter HIV-Infektionen, die anhand serologischer Antikörperteste identifiziert 
wurden, nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG). Diese Teste können allerdings 
frische Infektionen (inzident) nicht von länger zurückliegenden (prävalent) 
unterscheiden. 
In dieser Arbeit wurden anhand eines Probenpanels von Serokonvertern mit sehr gut 
dokumentierten Infektionszeitpunkten zwei serologische Teste zur Unterscheidung 
inzidenter und prävalenter Proben am Robert Koch-Institut etabliert und validiert. 
Beide Teste basieren auf der Reifung des Immunsystems in der frühen HIV-Infektion 
zur Unterscheidung zwischen einer inzidenten und einer prävalenten Infektion. 
Im BED-ELISA werden anhand von anti-HIV-gp41-spezifischen IgG-
Antikörperspiegeln die Proben klassifiziert. Die Aviditäts-Methode unterscheidet die 
Bindungsfähigkeit der Antikörper (Avidität) an spezifische Antigene in Gegenwart 
eines denaturierenden Agenz. Das Probenpanel wurde in einem weiteren 
Inzidenztest, dem IDE-V3-ELISA, gemessen (Kooperation F. Barin). Dieser Test 
nutzt ebenfalls den Anstieg der Antikörperreaktivität gegen zwei verschiedene 
immundominante Epitope. 
Wirtsspezifische Marker und virale Eigenschaften wurden untersucht, um Merkmale 
zu identifizieren, welche die Sensitivität und Spezifität von Inzidenztesten verbessern 
könnten. Es wurde analysiert, ob Viruslast, CD4+-Zellzahl, IgG-Gehalt, IgG-
Subklassen oder die Avidität der Antikörper gegen verschiedene HIV-Antigene und 
Peptide mit der Fehlklassifikation von Proben korrelierten. Auch die Variabilität des 
viralen Hüllproteins gp41 wurde analysiert. Nach Etablierung und Validierung der 
Inzidenzteste wurde eine Pilotstudie unter Berliner HIV-Patienten durchgeführt. Zur 
Vereinfachung des Probentransports in Studien wurde der Einfluss einer 
Filtertrocknung der Plasmaproben auf die Infektiosität von HIV, Stabilität der HIV-
RNA und die Antikörperreaktivität im BED-ELISA untersucht. 
Im BED-ELISA wurden inzidente Plasmaproben von Patienten, die kürzer als 20 
Wochen infiziert waren, mit einer Sensitivität von 80% und einer Spezifität von 86% 
richtig klassifiziert. Für die Aviditäts-Methode wurde eine Sensitivität von 74% und 
eine Spezifität von 82% ermittelt. Im IDE-V3-ELISA ergab sich eine Sensitivität von 
73% und eine Spezifität von 84%. Von allen untersuchten wirtsspezifischen Faktoren 
korrelierte nur der Gehalt an Antikörpern der IgG3-Subklasse mit der 




Von den 83 prävalenten Proben (nach über 20 Wochen Infektionsdauer entnommen) 
wiesen die 71 im BED-ELISA richtig-prävalent bestimmten Proben einen signifikant 
höheren IgG3-Gehalt gegenüber den 12 durch den BED-ELISA falsch-inzident 
bestimmten Proben auf. 
Aufgrund der vergleichbaren Ergebnisse, des aber kostengünstigeren und 
praktischeren Testformates, wurde der BED-ELISA für die Durchführung der 
Pilotstudie eingesetzt. Hierfür wurden zwischen Februar 2005 und November 2007 
von 132 erstmalig HIV-1 positiv diagnostizierten Patienten Proben genommen und im 
BED-ELISA analysiert. 
Die Pilotstudie war für Männer, die Sex mit Männern haben (MSM), mit 90% Anteil 
der Gesamt-Studienpopulation repräsentativ. Der Anteil inzidenter Infektionen unter 
Berliner HIV-Erstdiagnosen war im Vergleich zu anderen publizierten Studien mit 
51% sehr hoch. Der Anteil inzidenter Infektionen war in der Altersgruppe von 19-24 
Jahren besonders hoch. Es konnte gezeigt werden, dass durch die erhobenen 
soziodemografischen Daten spezielle Risikogruppen und Risikoverhalten identifiziert 
werden können. 
Anhand Filter-getrockneter Plasmaproben konnte gezeigt werden, dass das HIV 
nach Trocknung nicht mehr infektiös war. Die Antikörperreaktivitäten blieben jedoch 
bei der Filtertrocknung erhalten. Zum sensitiven RNA-Nachweis und für die 
genotypische Resistenztestung aus RNA müssen die Filterproben jedoch nach 
Trocknung bei ≤ -20°C gelagert werden. 
Auf der Grundlage der Ergebnisse wurde eine deutschlandweite Inzidenzstudie mit 
Filter-getrockneten Plasmaproben geplant, die seit Januar 2008 im Auftrag des 
Bundesministeriums für Gesundheit zur Verbesserung der Datenlage zur HIV-
Inzidenz in Deutschland durchgeführt wird. 
_____________________________________________________________Abstract 
Abstract 
As the incidence of HIV infection is the best indicator of the epidemiological situation, 
this factor is especially important for epidemiological monitoring. HIV/AIDS 
surveillance in Germany is based on mandatory anonymous reporting of newly 
diagnosed HIV infections identified by serological methods (“Infektionsschutzgesetz“, 
IfSG). These tests cannot differentiate between recent (incident) and chronic 
(prevalent) infections. 
In this PhD thesis two methods that can differentiate between incident and prevalent 
infections were established at the Robert Koch-Institute and validated with a panel of 
samples from seroconverters with a very well defined date of infection. Both tests are 
based on the maturation of the immune system during early HIV-infection. 
The BED-ELISA uses anti-HIV-gp41 specific IgG-antibody levels for differentiation. 
The avidity method is based on the binding-capacity (avidity) of the antibodies to 
specific antigens in the presence of a chaotropic agent. The sample panel was also 
evaluated using an additional incidence ELISA, the IDE-V3-ELISA (cooperation with 
F. Barin). This test is also based on the antibody's reactivity to two different immune 
dominant epitopes, allowing incident and prevalent infections to be differentiated. 
Host specific factors and viral determinants were analysed to provide information that 
could lead to improvements in the sensitivity and specificity of the incidence tests. 
Viral loads, CD4+ cell counts, IgG titres, IgG subclasses and avidities of antibodies 
with different antigens and peptides were determined. Furthermore, the degree of 
variability within the env-gp41 was measured. After establishing and validating the 
methods, a pilot study with HIV-infected patients in Berlin was carried out. The 
inactivation of HIV-1 after filter-drying of samples, the stability of viral RNA and 
reactivity of antibodies in the BED-ELISA were analysed to simplify the transport of 
samples in future studies. 
Using the BED-ELISA, incident plasma samples from patients infected for less than 
20 weeks were identified correctly with a sensitivity of 80% and a specificity of 86%. 
The avidity method showed a sensitivity of 74% and a specificity of 82%, whereas 
the IDE-V3-ELISA showed a sensitivity of 73% and a specificity of 84%. Of all host 
factors analysed, only the titre of IgG3-antibodies correlated with the incorrect 
classification of samples. 
From the 83 prevalent samples (samples taken after 20 weeks of infection) the 71 
correctly classified as prevalent samples by BED-ELISA showed a significantly higher 





Because it gave comparable results but was more cost-effective and easier to 
handle, the BED-ELISA was used for the pilot-study. Samples from 132 newly 
diagnosed HIV-positive patients were obtained between February 2005 and 
November 2007 and analysed in the BED-ELISA. The proportion of samples from 
men who have sex with men (MSM) was 90%, which is representative of the 
complete study population. The proportion of incident infections (51%), occurring 
predominantly in the 19-24 year age group, was very high compared to that reported 
in other studies. Based on social-demographic data it was possible to identify special 
risk-groups and risk-behaviours. 
It could be shown that filter-drying of plasma samples rendered HIV non-infectious 
but did not influence antibody reactivity. However, to ensure stability of the viral RNA 
(needed for viral load measurements and genotypic analyses of drug resistance) it 
was necessary to store the dried filters at ≤ -20°C. 
Based on these results, a German HIV incidence study using filter-dried plasma 
samples, designed to improve knowledge of HIV-incidence in Germany, was 
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Die humanen Immundefizienzviren (HIV) HIV-1 und HIV-2 wurden erstmalig in den 
80er Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben [1-3] und als Auslöser der 
erworbenen Immunschwäche AIDS („acquired immunodeficiency syndrom“) 
identifiziert. Nach Schätzungen der WHO und UNAIDS lebten Ende 2007 weltweit 
etwa 33 Millionen Menschen mit HIV/AIDS. Im Jahr 2007 wurden weltweit 2,7 
Millionen Menschen neu mit HIV infiziert [4]. In Deutschland lebten Ende 2007 
insgesamt ca. 59.000 HIV-1 infizierte Menschen. Seit Beginn der AIDS-Epidemie 
sind in Deutschland bisher ca. 33.800 Menschen an AIDS erkrankt und über 27.000 
an AIDS verstorben [5]. Seit 25 Jahren ist HIV ein Forschungsgebiet, das in der 




Die beiden Virustypen HIV-1 und HIV-2 sind die einzigen Vertreter humanpathogener 
Lentiviren in der Familie der Retroviridae. Aufgrund seiner Genomstruktur wird HIV 
zu den komplexen Retroviren gezählt. Zu den einfacher strukturierten Retroviren 
gehört zum Beispiel das Rous Sarkoma Virus, welches das zuerst entdeckte 
Retrovirus überhaupt war [6]. Lentivirusinfektionen verlaufen charakteristischerweise 
chronisch und zeigen eine lange klinische Latenzphase, eine persistierende Virämie 
sowie eine Beteiligung des zentralen Nervensystems. 
 
1.1.1 Herkunft und Diversität 
Wahrscheinlich geht HIV-1 auf drei verschiedene zoonotische Transmissionen des 
simianen Immundefizienzvirus (SIV) auf den Menschen zurück. Die drei HIV-1 
Gruppen M, N und O stammen von den SIVcpz des Schimpansen ab [7]. 
Möglicherweise könnte die Entstehung von Gruppe O („outlier“) Viren auch auf eine 
Übertragung von Gorillas auf den Menschen zurückgehen [8]. Weitere Diversifikation 
im Menschen führte vermutlich zur Ausbildung der einzelnen Subtypen in der Gruppe 
M („major“) [9, 10]. Die epidemisch am weitesten verbreiteten HIV-1 Stämme 
gehören zu dieser Gruppe. Sie wird aufgrund phylogenetischer Analysen 
genomischer Sequenzen in Subtypen (A1 - A4; B, C, D, F1 - F2, G, H, J; K) unterteilt. 
Weltweit am häufigsten sind Subtyp C-Infektionen, die mehr als die Hälfte aller HIV-
1-Infektionen verursachen [11, 12]. In Nordamerika, Australien und Europa 
überwiegen Subtyp B-Infektionen [11], während in Zentralafrika alle bekannten 
Virusgruppen und Subtypen vorkommen. Zudem wurden diverse Isolate identifiziert, 
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die durch Rekombination von mindestens zwei unterschiedlichern Subtypen 
entstanden sind. Ein Beispiel für solche Mosaikviren ist das Virus CRF01_AE (CRF = 
„circulating recombinant form“), das aus den Subtypen A und E rekombiniert ist und 
in Thailand die epidemisch relevante Variante ist. Aktuell sind 43 CRF beschrieben 
[12], von denen CRF01_AE und CRF02_AG mit je 5% aller HIV die häufigsten 
weltweit sind [11]. Die Viren der Gruppe O sind in Kamerun und dessen 
Nachbarländern endemisch, stellen aber selbst dort mit einer Prävalenz von 2-5% 
der HIV infizierten Patienten eine Minderheit dar [13, 14]. HIV-1 der Gruppe N (non-
M, non-O) sind bisher nur aus einer kleinen Anzahl Patienten ebenfalls in Kamerun 
isoliert worden [15-17] und sind epidemisch nicht relevant. Möglicherweise 
beeinflusst der Subtyp der Infektion den Krankheitsverlauf [18]. 
 
1.1.2 Morphologie und Genomstruktur von HIV-1 
Alle Lentiviren sind morphologisch ähnlich aufgebaut. Die umhüllten infektiösen 
Partikel haben einen Durchmesser von etwa 100nm (Abb. 1). HIV-1 und HIV-2 
weisen elektronenmikroskopisch die gleiche Morphologie auf, unterscheiden sich 
aber im Molekulargewicht pro Partikel und in den regulatorischen Genen [19]. 
Im Viruspartikel sind zwei identische RNA Moleküle von ca. 9,5kb verpackt. In der 
Lipoproteinhülle, die das Kapsid umhüllt, sind 72 etwa 10nm große 
Hüllglykoproteinkomplexe (Env = „envelope“) eingebettet. Außerdem enthält sie 
verschiedene Proteine, die aus der Wirtszelle stammen. Die Hüllproteine bestehen 
aus einer externen Untereinheit (gp120) und einem Transmembranprotein (gp41). Da 
gp120 im reifen Partikel nicht kovalent an gp41 gebunden ist, kann es spontan 
freigesetzt werden. Diesen Vorgang bezeichnet man als „shedding“. Das gp41 ist 
durch eine Transmembranregion von ca. 20 hydrophoben Aminosäuren (AS) in der 
Lipoproteinhülle verankert. Das Matrixprotein (p17) ist an der Innenseite der 
Virushülle lokalisiert. Das Kapsid im Partikelinneren hat im reifen Partikel eine 
konische Form (Abb. 1) und wird vom Kapsidprotein (p24) gebildet. Kapsid- und 
Matrixproteine gehören zu den gruppen-spezifischen Antigenen (Gag-Proteine). 
Die beiden HIV-RNA-Genome liegen gebunden an das Nukleokapsidprotein (p7) und 
die Reverse Transkriptase (p66) als Protein-Nukleinsäurekomplex vor. Neben der 
Reversen Transkriptase enthält das Viruspartikel noch die Enzyme Integrase (p32) 






Abb. 1: Morphologie eines HIV-1 Partikels 
Schematische und elektronenmikroskopische Darstellung eines HIV-1 Partikels. Hüllmembran mit 
externen (gp120, SU) und transmembranen (gp41, TM) Glykoproteinen, gruppen-spezifischen 
Antigenen Link-Protein (LI, p6), Matrixprotein (MA, p17), Capsidprotein (CA, p24) und 
Nukleocapsidprotein (NC, p7), Enzyme Integrase (IN, p32), Reverse Transkriptase mit RNaseH 
(RT/RH, p51/66*) und Protease (PR, p12) sowie RNA und Lateralkörper. *Heterodimer. (Schema und 
elektronenmikroskopische Aufnahme mit freundlicher Genehmigung von H. Gelderblom). 
 
Das HIV-Genom ist wie bei allen exogenen Retroviren im Wesentlichen aus den drei 
Genomregionen gag („group antigen“), pol („polymerase“) und env („envelope“) 
aufgebaut. Retrovirale Genome entsprechen dabei immer folgendem Schema: 
5’ LTR-gag-pol-env-LTR 3’ (Abb. 2). Die drei Genomregionen werden von den LTR-
Regionen („long terminal repeat“) flankiert, die bei der Integration des Provirus 
kovalent mit der chromosomalen Wirtszell-DNA verbunden werden. Während die 
gag- und env- Leserahmen (ORF = „open reading Frame“) für die internen 
Strukturproteine und die Glykoproteine der Virushülle kodieren, kodiert der pol-




















Abb. 2: Aufbau des proviralen HIV-1 Genoms 
Flankiert von den LTRs (mit regulatorischen Sequenzen U3, R und U5 in hellblau) sind die drei 
Genomregionen gag, pol und env. Essentiell für die Replikation sind die Proteine Gag (in orange mit 
MA, CA, NC und p6), Pol (in grün mit PR, RT, IN), Env (in blau mit SU, TM) sowie mit zwei Exons Tat 
und Rev (in rosa). Akzessorische Proteine sind Vif, Vpr, Vpu und Nef (in gelb). Die verschiedenen 
Leserahmen zur Translation der Proteine sind angegeben (ORF 1, 2, 3). 
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Die ca. 9,5kb große genomische RNA von HIV-1, die ein 5’-Cap und einen 3’-Poly-A-
Schwanz trägt, enthält zusätzlich noch sechs weitere offene Leserahmen, die für 
regulatorische Proteine kodieren (Abb. 2). Für die Replikation in der Zellkultur sind 
nur Tat und Rev essentiell, während die Proteine Nef, Vif, Vpr und Vpu in vitro nicht 
essentiell sind. Letztere werden auch als akzessorische Proteine bezeichnet. Tat und 
Rev werden von zwei Exons auf mehrfach gespleißter mRNA codiert. 
 
1.1.3 Der Replikationszyklus von HIV-1 
1.1.3.1 Rezeptorbindung und Fusion 
Der Hauptrezeptor für den Viruseintritt in die Wirtszelle von HIV-1 ist der CD4-
Rezeptor (CD = „Cluster of differentiation“), er wurde bereits 1984 identifiziert [20, 
21]. CD4 ist ein monomeres 58kDa Glykoprotein und befindet sich auf der 
Oberfläche von ca. 60% aller T-Lymphozyten, von T-Zellvorläufern in Knochenmark 
und Thymus, von Monozyten und Makrophagen, Eosinophilen, dendritischen Zellen 
und Mikrogliazellen des zentralen Nervensystems (ZNS). Bestimmte Bereiche in der 
zweiten variablen Region von CD4 sind für die Bindung von gp120 essentiell. Die 
Bindung von gp120 an CD4 ist nicht nur ein wesentlicher Schritt bei der Infektion von 
CD4+ T-Zellen, sondern interferiert auch mit intrazellulären 
Signaltransduktionswegen und hat einen Apoptose-fördernden Effekt auf T-Zellen 
[22]. 
Schon früh konnte in Transfektionsexperimenten gezeigt werden, dass die 
Expression von humanem CD4 auf der Zelloberfläche für einen erfolgreichen 
Viruseintritt nicht ausreicht und mindestens ein weiterer Zelloberflächenfaktor 
notwendig ist [23]. Es dauerte allerdings fast zehn Jahre bis zu der Entdeckung, dass 
Chemokinrezeptoren als Korezeptoren für den Eintritt von HIV in die Zelle fungieren. 
1996 wurden innerhalb weniger Monate die beiden wichtigsten Korezeptoren 
identifiziert. Der „chemokine cc-motif receptor 5“ (CCR5) als notwendiger Korezeptor 
monozytotroper (M-troper) HIV-Isolate [24-26] und der Chemokinrezeptor CXCR4 
(chemokine (C-X-C motif) receptor 4) als Korezeptor T-zelltroper (T-troper) HIV-
Isolate [27]. Für die M-tropen HIV wurde schon vor der Entdeckung des Korezeptors 
beschrieben, dass sie keine vielkernigen Synzytien hervorrufen (NSI-Viren = „non-
syncytia-inducing“), während die T-tropen HIV Synzytien induzieren (SI-Viren = 
„syncytia-inducing“) [28, 29]. 
Nach der Bindung von gp120 an den CD4-Rezeptor kommt es zu einer 
Konfigurationsänderung im gp120. Diese Änderung ermöglicht eine Interaktion des 
immundominanten V3-Loops (V3 = dritte variable Region) von gp120 mit dem 
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spezifischen Korezeptor und indirekt eine weitere Konformationsänderung, die zu 
einer Exposition der Fusionsdomäne im gp41 führt [30]. Durch die Exposition der 
Fusionsdomäne kommt es zu einer Insertion des hydrophoben gp41-NH2-terminalen 
Endes in die Membran der Zielzelle [31], welche die Fusion der viralen und der 
zellulären Membran auslöst. 
 
1.1.3.2 Reverse Transkription und Integration 
Bei der Membranfusion wird das Viruspartikel in das Zytoplasma entleert [32-34]. 
Direkt nach dem Eintritt kommt es zuerst zu einer Umschreibung der viralen RNA in 
provirale DNA im Zytoplasma der Zelle durch die Reverse Transkriptase (RT). Die 
trifunktionelle RT ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die durch ihre RNaseH-
Aktivität die Hydrolyse des RNA/DNA-Hybrides ermöglicht. Anschließend wird durch 
die DNA-Polymerase-Aktivität der RT die cDNA zur Doppelstrang-DNA komplettiert. 
Dies ist einer der kritischsten Schritte im Lebenszyklus des Virus. Es sind mehrere 
zelluläre Faktoren bekannt, die an dieser Stelle eine Resistenz gegen HIV vermitteln. 
So kann zum Beispiel Trim5α die Replikation von HIV in ruhenden CD4+ T-Zellen 
hemmen, und es wird postuliert, dass Trim5α mit dem Uncoating der viralen RNA im 
Zytoplasma interferiert [35, 36]. Weitere Faktoren sind Murr1 [37] und APOBEC3G 
[38, 39], welche beide auf verschiedenen Wegen die HIV-1 Replikation in ruhenden, 
inaktiven CD4+ T-Zellen blockieren können. 
Da die RT keine Korrekturfunktion für den Einbau fehlgepaarter Basen hat, werden 
bei der DNA-Synthese der beiden DNA-Stränge mit einer Einbaurate von ca. 1 pro 
10.000 Basen nicht komplementäre Basen eingebaut. Das führt zu einer 
Mutationsrate von etwa einer Mutation pro neu-synthetisiertem Genom [40, 41]. 
Während einige dieser Mutationen zu replikations-inkompetenten Viren führen, 
entstehen auch replikations-kompetente Viren, so dass aus dieser fehlenden 
Kopiergenauigkeit eine Vielzahl eng verwandter Virusvarianten entstehen, die dann 
durch die Immunantwort des Wirtes selektiert werden. Die Gesamtheit aller 
Virusvarianten in einem Patienten wird die virale Quasispezies genannt [42]. 
Nach dem Transport als Präintegrationskomplex in den Zellkern liegt die 
doppelsträngige HIV-DNA, die nun eine 5’-LTR und 3’-LTR besitzt, als provirale, 
nicht-integrierte Form vor. Erst nach einer Aktivierung der T-Zelle durch Mitogene 
oder Zytokine erfolgt vermutlich die Integration der proviralen DNA in die 





Latent infizierte, ruhende CD4+ T-Zellen mit nicht integrierter HIV-DNA, stellen neben 
infizierten Monozyten, Makrophagen und Zellen des ZNS selbst unter Therapie 
langlebige Virusreservoire dar [45, 46]. 
Das stabil in das Wirtsgenom integrierte Provirus bleibt in der Zelle erhalten und wird 
bei ihrer Teilung an die Tochterzellen weitergegeben. Dadurch kommt es zu einer 
Persistenz der HIV-Infektion im Patienten und eine vollständige Eradikation der 
Infektion ist derzeit nicht möglich. 
In einem kürzlich veröffentlichten Fall erhielt ein HIV-infizierter Patient aufgrund einer 
Leukemieerkrankung eine Knochenmarkstransplantation, bei der der Spender einen 
homozygoten Defekt für den CCR5-Rezeptor hatte. Somit konnten die HIV des 
Patienten, welche den CCR5-Rezeptor gebrauchten, nicht mehr replizieren (siehe 
1.2.2). Bei diesen Patienten wurde auch 20 Monate nach der Transplantation ohne 
antiretrovirale Therapie kein replizierendes HIV mehr festgestellt [47]. Dies ist der 
bisher einzig belegte Fall einer möglichen Eradikation von HIV. Die Forscher können 
aber weder HIV-Reservoire in dem Patienten, noch neu entstehende 
Fluchtmutanten, welche einen anderen Ko-Rezeptor nutzen könnten, ausschließen. 
 
1.1.3.3 Transkription und Translation 
Erst nach Aktivierung der infizierten Zelle setzt die Synthese neuer Virionen ein. 
Nach Transkriptionsaktivierung des viralen LTR-Promoters wird die provirale DNA 
durch die zelluläre DNA-abhängige RNA-Polymerase II abgelesen. Aufgrund der 
Aktivierung der Zelle durch Mitogene oder Zytokine werden zelluläre 
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel NF-kB in den Zellkern transportiert, binden 
an den HIV-5’-LTR-Promotor der proviralen DNA und initiieren die Transkription. In 
der frühen Phase werden zunächst die regulatorischen HIV-Proteine Tat und Rev 
von mehrfach gespleißten mRNAs synthetisiert. Tat bindet an das „TAT response 
element“ am 5’-Ende des viralen Transkripts im Zellkern, aktiviert dadurch die 
Transkription maximal und führt zur massiven Synthese vollständiger RNA-
Transkripte (full-length RNA). Die full-length RNA trägt ein 5’-Cap und einen PolyA-
Schwanz. Gleichzeitig wird Rev akkumuliert, das durch Bindung an das „Rev-
responsive-Element“ im Env-kodierenden Bereich den Wechsel von mehrfach auf 
einfach gespleißte und ungespleißte RNAs induziert. Von diesen einfach gespleißten 
RNAs werden die Hüllproteine und die regulatorischen (akzessorischen) Proteine 
(Vif, Nef, Vpu und Vpr) translatiert [48]. Die ungespleißten Transkripte dienen sowohl 
als genomische RNA der neuen Virionen und auch als mRNA für die Translation der 
Gag- und Gag-Pol-Polyproteine. 
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1.1.3.4 Zusammenbau, Knospung und Reifung 
Den Kern der reifenden HIV-Partikel bilden die Proteine, die aus dem gag-
Leserahmen entstehen. Die Hüllproteine entstehen durch proteolytische Spaltung 
aus den gp160-Vorläufermolekülen und werden in die Virushülle eingebaut. Das 
Vorläuferprotein wird nach der Synthese von der HIV-Protease in gp120 und gp41 
durch eine zelluläre Protease (Furin) gespalten. Die HIV-Gag-Proteine werden 
dagegen durch die viruseigene Protease aus dem p55-Vorläufermolekül gebildet, 
aus dem durch die Spaltung p24, p17, p9 und p7 Gag-Proteine entstehen. 
Die HIV-Protease schneidet sich erst während der Knospung (auch „Budding“ 
genannt) selbst aus, so dass die Gag- und die Gag/Pol-Vorläuferproteine erst nach 
der Freisetzung des Partikels und nicht schon im Zytoplasma gespalten werden. 
Der erste Schritt bei dem Zusammenbau der Viruspartikel ist die Bildung eines 
Nukleoproteinkomplexes an der Zellmembran aus zwei Molekülen der genomischen 
RNA, tRNA, Lys, Gag- und Gag-Pol-Polyproteinen [19]. Die RT und die Integrase 
werden auch in die Partikel verpackt. Dabei interagieren vermutlich die RNA und das 
Nukleokapsidprotein [49] sowie das transmembrane Glykoprotein gp41 und das 
Matrixprotein p17 [50, 51], um den Einbau aller notwendigen Proteine in die 
entstehenden Partikel zu gewährleisten. Die Lipidhülle des Virus wird von der 
Wirtszelle mitgenommen, zeigt aber gegenüber der Plasmamembran eine 
Anreicherung bestimmter Phospholipide und Cholesterol sowie selektiv integrierte 
zelluläre Proteine [52-54]. Die zellulären Proteine tragen dazu bei, dass die Viren 
vom wirtseigenen Komplementsystem nicht erkannt und zerstört werden [55].Nach 
dem Zusammenbau erfolgt die Knospung und die extrazelluläre Reifung [56]. 
 
1.2 Verlauf der HIV-Infektion 
Am häufigsten wird HIV sexuell übertragen. Im Verlauf der Erkrankung kommt es zur 
Ausprägung der Immunschwäche, die opportunistische Infektionen ermöglicht und 
schließlich zum Tod führt. Die verschiedenen Stadien und Abläufe sind äußerst 
komplex. Im folgenden Abschnitt soll daher nur ein kurzer Überblick über die 
wichtigsten Mechanismen und Abläufe gegeben werden. 
 
1.2.1 Die akute Infektion 
Bei ungefähr 30% der Patienten kommt es ca. zehn Tage nach einer Infektion zu 
Symptomen ähnlich eines grippalen Infektes [57]. Diese klinische Symptomatik wird 
auch das akute retrovirale Syndrom genannt [58] und kann sich durch Fieber, 
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Unwohlsein, Kopfschmerzen, Appetitverlust, Hautausschlägen und ähnlichem 
äußern. Häufig wird das akute HIV-Syndrom aber nicht erkannt. 
Das Virus wird meistens über das Schleimhautepithel von primären Zielzellen, den 
intraepithelialen dendritischen Zellen, aufgenommen. Die dendritischen Zellen 
werden aber nur sehr selten selbst infiziert, sondern binden das HIV mittels eines 
spezifischen Rezeptors, dem DC-SIGN („dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing 
nonintegrin“) und transportieren das Virus dann über die Lymphwege in die 
Lymphknoten, in denen die primäre Verbreitung der Viren in die Hauptzielzellen von 
HIV (CD4+-Zellen) stattfindet. 
In dieser ersten Phase von sieben bis zehn Tagen nach Infektion kommt es zu einem 
sehr starken Viruslastanstieg von zehn bis 1.000 Millionen infektiöse Viruspartikel pro 
ml Plasma [59] und einem daraus resultierenden Einbruch der Anzahl der CD4+-
Lymphozyten des Immunsystems (Abb. 3). 
Gleichzeitig kommt es zu einem Anstieg der zytotoxischen CD8+-T-Zellen. In dieser 
Phase ist die Infektion nur durch einen HIV-RNA-Nachweis mit RT-PCR möglich 
(direkter Genomnachweis), da Antikörper in dieser frühen Infektionsphase noch nicht 
gebildet werden. Nach ca. 14 bis 17 Tagen ist dann das Kapsidprotein p24 als 
Surrogatmarker für HIV im Blut nachweisbar [59]. Ca. 3-4 Wochen nach der Infektion 
beginnt die Serokonversion und das Immunsystem kann die Infektion zunächst 
scheinbar kontrollieren (Abb. 3). Die Viruslast und dementsprechend auch der p24-
Gehalt im peripheren Blut sinken schnell. 
Die CD4+-Zellzahl stabilisiert sich, erreicht sogar oft wieder den Normalbereich, aber 
meist nicht mehr den individuellen Ausgangswert vor der Infektion. Die schnelle und 
erfolgreiche Senkung der Viruslast sowie der starke Anstieg der CD8+-Zellen sind 
klare Zeichen einer zunächst erfolgreichen Immunabwehr durch zytotoxischen T-
Zellen (CTL). In der humoralen Antikörperantwort werden zunächst IgM-Antikörper 
(Ig = Immunglobulin) gebildet. Diese IgM-Antikörper sind individuell unterschiedlich 
lange nachweisbar. Wie bei fast allen Infektionserkrankungen erfolgt ca. vier Wochen 
nach der Infektion der Wechsel zu IgG-Antikörpern [60]. 
 
1.2.2 Die chronische Phase der Infektion 
Mit dem Wechsel zu den IgG-Antikörpern beginnt die in der Regel über mehrere 
Jahre andauernde symptomfreie klinische Latenzphase der Infektion, in der 
Antikörper gegen fast alle viralen Proteine nachweisbar sind [61]. Der IgG-Titer der 
HIV-spezifischen Antikörper bleibt stabil hoch und die Viruslast stellt sich auf ein 
bestimmtes Niveau ein („Setpoint“, Abb. 3). 
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Für die Prognose des Krankheitsverlaufes ist es wichtig, auf welcher Höhe sich die 
Viruslast einstellt, da man aufgrund ihrer Höhe Prognosen über den zu erwartenden 
Verlauf der Infektion stellen kann [62]. Meist liegt der Setpoint zwischen 10.000 und 
50.000 Genomkopien pro ml Plasma. Ein hoher Setpoint (> 100.000/ml Plasma) ist 
mit einem schnelleren Erreichen des AIDS-Stadium assoziiert, während für einen 
Patienten mit niedrigem Setpoint (< 10.000/ml Plasma) ein langsamerer Verlauf und 
damit eine längere Latenzzeit bis zum Ausbruch von AIDS vorhergesagt werden 












Abb. 3: Diagnostische Verlaufsparameter einer HIV-Infektion 
Laborparameter im zeitlichen Verlauf (verändert nach Fiebig et al. 2003 [59]). 
Es sind inzwischen eine Reihe von genetischen Wirtsmarkern charakterisiert worden, 
die ebenfalls den Verlauf der Erkrankung beeinflussen. So gibt es zum Beispiel eine 
Mutation im CCR5 Korezeptor, bei dem eine Deletion von 32 Basenpaaren (bp) im 
CCR5-Gen (CCR5Δ32) dazu führt, dass dieser Rezeptor bei Menschen mit 
homozygoter Defizienz nicht präsentiert wird. In diesen Menschen können sich die 
M-tropen HIV, welche CCR5 als Korezeptor benötigen, nicht vermehren. Da in der 
frühen HIV-Infektion meist M-trope Viren auftreten, haben Patienten mit homozygoter 
oder heterozygoter CCR5Δ32 Mutation eine günstigere Infektionsprognose. 
CCR5Δ32 Homozygotie führt zu einer verminderten Suszeptibilität gegenüber einer 
HIV-Infektion. Aufgrund dieser Entdeckung wurde eine neue Medikamentenklasse, 




Der erste Vertreter dieser Klasse, Maraviroc (Pfizer), wird seit letztem Jahr 
erfolgreich in der Therapie von Patienten mit R5-Viren eingesetzt. HLA-
Polymorphismen (Humanes Leukozyten Antigen) der MHC-Klasse-I-Proteine (MHC = 
Haupt-Histokompatibilitäts-Komplex) sind weitere Faktoren, die entweder mit einem 
günstigeren Verlauf (zum Beispiel B14, B27, B51, B57 und B63) oder mit einem 
ungünstigeren Verlauf (zum Beispiel A23, B22, B35, B37 und B49) der Erkrankung 
assoziiert sind. 
Gegen Ende der klinischen Latenz kommt es zunächst, wie kurzzeitig in der akuten 
Infektion, häufig zu einer Lymphadenopathie, die durch eine mindestens drei Monate 
andauernde Vergrößerung von mindestens zwei peripheren Lymphknoten 
charakterisiert ist. Dies kann unbehandelt mehrere Wochen bis Jahre andauern. 
Kommt es zu weiteren Symptomen wie Fieber, Gewichtsverlust und/oder zu ersten 
oppurtonistischen Krankheiten (zum Beispiel Candida, Herpes, etc.), so spricht man 
vom Stadium des „AIDS-related complex“. Während dieses Stadiums kann die CD4+-
Zellzahl bereits auf unter 400 Zellen pro µl sinken. 
 
1.2.3 Das AIDS-Stadium 
Sinkt die CD4+-Zellzahl weiter auf unter 200 Zellen pro µl kommt es zum AIDS-
Stadium. Aufgrund des ausgeprägten Immundefektes kommt es unbehandelt zu 
Erkrankungen mit opportunistischen Erregern und zum Auftreten maligner Tumore. 
Auch zeigen Patienten im AIDS-Stadium oft neurologische Symptome (HIV-bedingte 
Enzephalopathie). Die Immunantwort bricht zusammen, es kommt zu einem Anstieg 
der Viruslast, da das Immunsystem die Infektion nun nicht mehr kontrollieren kann. 
Durch die starke Reduzierung der CD4+-Zellen sinken auch die im Blut 
nachweisbaren HIV-spezifischen Antikörper. Unbehandelt beträgt die 
Lebenserwartung nach Eintritt in das AIDS-Stadium weniger als zwei Jahre. 
 
1.3 Diagnostik von HIV-Infektionen 
Die in diesem Abschnitt beschriebene Diagnostik bezieht sich in erster Linie auf die 
HIV-Diagnostik in Deutschland, die sich aber nicht wesentlich von Vorgaben anderer 
Industrieländer mit niedriger Prävalenz, vor allem West-Europa und den USA sowie 
Australien, unterscheidet. 
International wird für eine HIV-Diagnose laut der WHO seit 2008 ein Suchtest und 
eine Viruslast-Bestimmung benötigt. Für die HIV-Diagnose in Deutschland gilt aber 




In Deutschland wird üblicherweise venöses Blut abgenommen und hieraus Serum 
oder Plasma gewonnen, welches dann auf HIV-Antikörper in einen „Enzyme linked 
immunoabsorbent assay“ (ELISA) untersucht wird. Das Ziel der Diagnostik bzw. des 
HIV-Antikörper-Suchtestes ist eine möglichst frühzeitige Erfassung der Antikörper 
des Infizierten und die sichere Erfassung aller Virustypen und Subtypen. Es gibt HIV-
ELISA-Teste verschiedener Generationen. Die HIV-ELISA-Teste der ersten 
Generation verwendeten lysiertes und inaktiviertes, partiell gereinigtes Virus aus 
infizierten CD4+-T-Zelllinien humanen Ursprunges. Die Teste der zweiten Generation 
verwendeten gereinigte, gentechnisch oder synthetisch hergestellte Gag- und Env-
Proteine. Für die dritte Generation wurden auch synthetische Peptide des Hüll- und 
des Transmembran- oder Kernproteins verwendet. Der Nachweis virusspezifischer 
Antikörper ist mit dem Test der dritten Generation durchschnittlich 22 Tage nach der 
Infektion erreichbar. 
Bei der derzeit aktuellen vierten Generation der HIV-ELISA-Teste ist dies im 
Durchschnitt sogar schon 18 Tage nach der Infektion möglich, da diese Teste 
gleichzeitig virusspezifische Antikörper und HIV-p24-Antigen nachweisen. In 
Deutschland, einem Land mit einer niedrigen HIV-Prävalenz, sollen entsprechend 
den Empfehlungen der Gesellschaft für Virologie (GfV) und des 
Diagnostikausschusses der Deutschen Vereinigung zur Bekämpfung von 
Viruskrankheiten (DVV) zwei Suchteste mit unterschiedlichen Antigen-Bestandteilen 
durchgeführt werden. 
Alle im Suchtest reaktiv getesteten Patienten-Proben müssen mit einem 
Bestätigungstest verifiziert werden, um einen falsch-positiven Befund 
auszuschließen. Ein Bestätigungstest ist notwendig, da kreuzreaktive Antikörper zu 
falsch-positiven Suchtest-Ergebnissen führen können. Kreuzreaktive Antikörper 
werden beispielsweise bei Allergien oder bei anderen Infektionen des Patienten (z. 
B. Influenza) oder Schwangerschaften beobachtet. Im Bestätigungstest wird die 
Spezifität der HIV-Antikörper geprüft. Dazu wird in der Regel die spezifische 
Reaktion der Antikörper mit viralen Antigenen im Immunoblot analysiert. In diesem 
Test wird erkenntlich, gegen welche viralen antigenen Determinanten die HIV-
spezifischen Antikörper gerichtet sind. Vor der endgültigen Diagnose muss das 






Zur Behandlung einer HIV-Infektion gibt es derzeit Medikamente aus sechs 
Wirkstoffklassen [63]: Inhibitoren der Reversen Transkriptase (Nukleosid- und 
Nukleotidanaloga NRTI und Nicht-nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren 
NNRTI), Proteaseinhibitoren (PI), Fusionsinhibitoren, Entry-Inhibitoren und die 
neueste Klasse der Integraseinhibitoren. Eine hoch wirksame antiretrovirale Therapie 
(HAART = „highly active antiretroviral therapy“) setzt sich aus drei (oder mehr) 
verschiedenen Medikamenten aus mindesten zwei verschiedenen Wirkstoffklassen 
zusammen (üblicherweise zwei NRTI plus ein PI oder NNRTI). Durch diese 
Therapiemöglichkeiten konnte die Lebenszeit und die Lebensqualität der Patienten 
erheblich verbessert werden. Trotz vieler Bemühungen der Pharmaindustrie, die 
Medikamente zu verbessern und verträglicher für die Patienten zu machen, 
beeinträchtigen zum einen die teilweise starken Nebenwirkungen dieser 
Medikamente sowie zum anderen das Risiko der Resistenzentwicklung von HIV 
gegenüber den eingesetzten Medikamenten den langzeitigen Behandlungserfolg. 
Üblicherweise wird eine Therapie in den Industrieländern erst begonnen, wenn die 
CD4+-Zellzahl unter 400 Zellen pro µl sinkt, oder Krankheitssymptome auftreten, 
welche dringend behandelt werden müssen. 
Bis heute ist noch unklar, wann der optimale Zeitpunkt für einen Therapiebeginn ist. 
Nach der Einführung von HAART im Jahr 1996 wurde in einigen Studien untersucht, 
ob bei Patienten, die früh nach Infektion therapiert wurden, ein verbesserter 
Krankheitsverlauf zu beobachten war als bei Patienten, bei denen die Therapie erst 
spät (< 400 CD4+-Zellen) begonnen wurde [64-66]. In diesen Studien wurde kein 
verbessertes Therapieansprechen bei frühem Beginn beobachtet. Da 
Langzeittherapie zu Nebenwirkungen, Adhärenzproblemen und auch zu Resistenz 
von HIV führen kann, sehen die aktuellen Therapierichtlinien der Deutschen AIDS-
Gesellschaft einen Therapiebeginn bei 350-400 CD4+-Zellen vor [67]. Aufgrund 
verbesserter Medikamentenkombinationen und sequentieller Therapiestrategien ist 
jedoch erneut eine Diskussion entstanden, ob eine sehr frühe Therapie nicht doch 
erfolgversprechender wäre. In einer jüngeren Studie wurde ein Vorteil bei frühem 
Therapiebeginn beobachtet [68]. 
Vor Beginn einer antiretroviralen Behandlung sollte eine genotypische 
Resistenzbestimmung der HIV-Quasispezies des Patienten durchgeführt werden. 
Hiermit wird überprüft, ob HIV vorliegen, die gegen ein oder mehrere Medikamente 
primär resistent sind (durch eine Übertragung resistenter HIV), um dann die Therapie 
an die Resistenzlage anzupassen. 
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In der RKI Serokonverterstudie wurde von 1997 bis 2007 in Therapie-naiven 
Patienten eine Übertragungshäufigkeit von 14% von resistenten HIV gefunden [69]. 
Bei einem erfolgreich therapierten Patienten soll die Viruslast unter die 
Nachweisgrenze von 50 Genomkopien pro ml sinken. 
 
1.5 Die Immunantwort gegen HIV 
Es werden zwei grundlegende Mechanismen der Immunabwehr unterschieden. Zum 
einen gibt es die unspezifische, nichtadaptive Immunantwort und zum anderen die 
Antigen-spezifische, adaptive Immunantwort, welche die humorale und zelluläre 
Immunantwort beinhaltet. Die wichtigsten Komponenten der adaptiven Immunantwort 
sind Antigen-präsentierende Zellen (APC), CD4+-T-Zellen, CD8+-T-Zellen und der 
körpereigene MHC. Zu den APC gehören dendritische Zellen, Makrophagen und B-
Lymphozyten. Unter den APC sind die dendritischen Zellen die potentesten 
Induktoren einer adaptiven Immunantwort. Zytotoxische CD8+-T-Zellen (CTL) 
erkennen ihr Antigen im Zusammenhang mit dem MHC-Klasse I-Rezeptor, während 
CD4+-T-Zellen den MHC-Klasse II-Rezeptor zur Erkennung benötigen [70]. 
CD4+-T-Zellen können je nach ihrem Sekretionsmuster in T-Helferzellen (TH) TH1 und 
TH2 unterschieden werden. TH1 sezernieren hauptsächlich Interleukin-2 (IL-2) und 
Interferon-γ, welche die Effektorfunktionen (CTL, Natürliche Killer Zellen, 
Makrophagen) des Immunsystems unterstützen. TH2 produzieren Zytokine (IL-4, IL-
10, IL-5 und IL-6), die eine humorale Immunantwort begünstigen. Beide 
Helferzellantworten findet man bei einer HIV-Infektion, ohne das sie jedoch den 
Erreger eliminieren können. 
 
1.5.1 Die zelluläre Immunabwehr 
CTL spielen bei der Bekämpfung viraler Infektionen eine entscheidende Rolle [71]. 
Sie erkennen exprimierte virale Proteine bzw. Fragmente hiervon, die durch MHC-
Moleküle der APC präsentiert werden [72]. Die CD8-Zellen binden mit ihrem T-Zell-
Rezeptor an den Peptid/MHC-I-Komplex. Es erfolgt eine Aktivierung der CTL und die 
infizierte Zelle wird mit Hilfe von Perforin und Granzymen zerstört. Diese frühen 
spezifischen CTL treten bei einer HIV-Infektion schon innerhalb einer Woche nach 
Infektion auf [73, 74] und sind verantwortlich für den starken Abfall der Viruslast im 
Plasma als auch der CD4+-T-Zellen während der akuten Infektionsphase [75-77]. 
Auch während der gesamten asymptomatischen Phase einer HIV-Infektion ist die 
CTL-Antwort gegen HIV wirksam und kann in verschiedenen Geweben wie Blut, 
Lunge, Milz, Gehirn und Lymphgewebe nachgewiesen werden [78-81]. 
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Die viralen Proteine, gegen die sich die CTL-Aktivität hauptsächlich richtet, sind Gag, 
Pol und Env. Aber auch gegen die regulatorischen Proteine Tat, Vif, Rev und Nef 
wurde schon eine CTL-Antwort nachgewiesen [82]. Die bekannten CTL-Epitope im 
viralen Genom wurden von Frahm et al. zusammengefasst [83]. Obwohl über 300 
Epitope von HIV mit dem entsprechenden MHC-I-Typ bekannt sind und diese in zum 
Teil stark konservierten Bereichen des HIV liegen, ist bis heute nicht geklärt, weshalb 
eine vollständige Eliminierung der HIV produzierenden Zellen durch CTL nicht 
erreicht wird. Zusätzlich zu ihrer lytischen Aktivität sezernieren CTL auch Faktoren, 
welche sich inhibierend auf die Virusreplikation auswirken. So können zum Beispiel 
die drei β-Chemokine MIP-1α, MIP-1β („macrophage inhibitory protein“) und 
RANTES („regulated upon activation T cell expressed and secret“) als CCR5-
Liganden für den HIV CCR5-Korezeptor und auch IL-16 die Replikation von HIV in 
infizierten primären Blutmonozyten in Zellkultur inhibieren [84, 85]. Bei Eintritt in die 
symptomatische Phase der HIV-Infektion sinkt die CTL-Antwort und verschwindet 
schließlich nahezu vollständig [86]. 
 
1.5.2 Die humorale Immunabwehr 
Mit Beginn der Serokonversion wird die humorale Immunantwort messbar und 
dementsprechend können auch direkt nach der Infektion keine Antikörper gemessen 
werden. Zuerst müssen hierzu T-Helferzellen die B-Zellen stimulieren, welche dann 
durch Proliferation und Differenzierung zu Plasma- und Gedächtniszellen werden 
und die Antikörperbildung beginnen. Die Grundstruktur der Immunglobuline besteht 
aus jeweils zwei identischen leichten und schweren Polypeptidketten, die durch 
Disulfidbrücken miteinander verbunden sind. Die Immunglobuline werden aufgrund 
ihrer serologischen und physikochemischen Unterschiede in den konstanten 
Regionen ihrer schweren Ketten in Klassen (IgA, IgD; IgE; IgG und IgM) und 
Subklassen (zum Beispiel IgG1 – 4) eingeteilt. Ihre Spezifität erhalten die Antikörper 
durch die variablen Regionen der leichten Ketten. 
Untersuchungen der subklassenspezifischen Antikörper-Antwort auf virale Antigene 
von HIV zeigten eine überwiegende IgG1- und IgG3-Antwort [87]. In der ersten Zeit 
nach der Infektion werden hauptsächlich Antikörper gegen verschiedene Epitope der 
Strukturproteine Gag und Env gebildet. So bildet nahezu jeder Patient Antikörper 
gegen eine immundominante Region auf dem viralen Hüllprotein gp41. In der 




Antikörper können sowohl gegen freie Viren als auch gegen infizierte Zellen wirken, 
wobei die Neutralisation freier Viruspartikel den Großteil der antiviralen Aktivität 
ausmacht. Diese Virus-neutralisierenden Antikörper sind in der Lage, in vitro die 
Infektion von CD4+ Zellen mit HIV-Laborstämmen zu verhindern [88-90]. So 
beinhaltet zum Beispiel die Aminosäuresequenz des transmembranen Hüllproteins 
gp41 von HIV-1 zwei Epitope, die von den neutralisierenden monoklonalen 
Antikörpern 2F5 und 4E10 erkannt werden. Diese beiden Antikörper zeigen ein 
Subtyp-generisches HIV-1 Neutralisationsspektrum. Ähnlich wie bei den CTL üben 
neutralisierende Antikörper jedoch einen Selektionsdruck auf die Viren aus und 
bewirken dadurch Fluchtmutationen („Escape“-Mutationen) von HIV [91]. 
 
1.6 Aktuelle Probleme der HIV-Epidemiologie in 
Deutschland 
Für das Jahr 2007 wurden in Deutschland 2.752 HIV-Neudiagnosen an das RKI 
gemeldet [5]. Im Vergleich zum Jahr 2001 mit 1.443 gemeldeten Neudiagnosen 
entspricht dies einer Zunahme um 90%. Betrachtet man die Verteilung der 
Transmissionsgruppen unter den Neudiagnosen, so stellen Männer, die Sex mit 
Männern haben (MSM), mit 65% der neu diagnostizierten HIV-Infektionen die größte 
Gruppe dar. Personen, die ihre HIV-Infektion durch heterosexuelle Kontakte (HET) 
erworben haben und nicht aus Hochprävalenzländern stammen, stellen mit 17% 
erstmalig seit dem Jahr 2001 den zweiten Platz und verdrängten die 
Personengruppe, die aus Ländern mit einer hohen HIV-Prävalenz in der Bevölkerung 
stammen (HPL = Hochprävalenzländern), mit 11% auf den dritten Platz. An vierter 
Stelle steht mit 6% unverändert seit 2001 die Gruppe der Personen, welche sich über 
intravenösen Drogengebrauch infiziert haben (IDU). Der Anteil der Frauen unter den 
Neudiagnosen lag im Jahr 2007 bei 16% und nahm damit, im Gegensatz zur 
Entwicklung in Osteuropa, nicht zu. 
Bei der Analyse dieser Daten stellt sich die Frage, inwieweit die beobachtete 
Zunahme durch eine tatsächliche Zunahme von neu erworbenen Infektionen, durch 
eine verstärkte Testung von bereits Jahre zuvor infizierten Personen, durch eine 
verbesserte Meldung und Erkennung von Neudiagnosen oder durch eine 
Kombination der genannten Faktoren bedingt ist [5]. 
Sicherlich ist zumindest ein Teil des Anstiegs der Neudiagnosen auf eine verbesserte 
HIV-Neudiagnostik zurückzuführen. Wenn der Anstieg der Neudiagnosen nur mit der 
verbesserten Erkennung erklärbar wäre, hätte sich am eigentlichen 
Infektionsgeschehen nichts verändert. 
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In diesem Falle könnte es sein, dass die Zunahme durch vermehrte Testung schon 
länger infizierter Personen bedingt ist. Wenn dagegen die Zunahme von HIV-
Neudiagnosen eine tatsächliche Zunahme von HIV-Neuinfektionen widerspiegelt, 
würde dies auf Defizite bei der HIV-Prävention hinweisen und es müsste untersucht 
werden, in welchen Personengruppen und warum Infektionen zunehmen und welche 
Schritte erforderlich sind, um der Zunahme entgegenzuwirken. 
In der Bundesrepublik Deutschland wurde bis Anfang der 90er Jahre über das 
Rückrechnungsmodell, ausgehend von AIDS-Fallberichten, der Anteil der HIV-
Neuinfektionen berechnet [92, 93]. Anschließend wurde aufgrund der gemeldeten 
positiven HIV-1-Bestätigungsteste und der kodierten HIV-Meldungen versucht, eine 
Aussage über die Anzahl der Neuinfizierten und deren Verteilung zu treffen. Ein 
großes Problem war hierbei vor allem die unbekannte Anzahl an Doppelmeldungen. 
Durch das Infektionsschutzgesetzt (IfSG) und die damit verbundene Meldepflicht von 
HIV-1-Diagnosen hat sich die Datenlage erheblich verbessert und damit auch der 
Anteil potentieller Doppelmeldungen deutlich verringert. 
Insgesamt lassen sich die HIV-1-Prävalenz, also der Gesamtanteil an HIV-Infizierten 
pro 100.000 Einwohner, sowie die Anzahl an HIV-Neudiagnosen pro Jahr gut 
bestimmen. Eine Inzidenz, also die Anzahl an Neuinfizierten pro Jahr und pro 
100.000 Einwohner, lässt sich aufgrund dieser Meldedaten jedoch nur schwer 
schätzen, da hierzu der Anteil an frisch Infizierten unter Neudiagnosen ermittelt 
werden müsste. Um die HIV-Inzidenz zu bestimmen, müsste man über eine 
Labormethode verfügen, welche zwischen einer frischen (inzidenten) und einer 
länger bestehenden (prävalenten) HIV-Infektion unterscheiden kann. Alternativ 
müsste man aufgrund der niedrigen Prävalenz in Deutschland eine sehr große 
Anzahl an seronegativen Personen in Kohorten führen, um daraus die Inzidenz 
zuverlässig berechnen zu können. 
Um die Effektivität der Präventions-Arbeit zu überprüfen und adäquat anzupassen, 
würde die Bestimmung des tatsächlichen Anteils an Neuinfektionen unter den 
neudiagnostizierten Patienten eine wichtige Information zur Ermittlung der HIV-
Inzidenz liefern und damit zu einem besseren Verständnis des Infektionsgeschehens 






1.7 Methoden zur Inzidenzbestimmung 
Die HIV-1-Inzidenz in einer Bevölkerung bestimmen zu können, ist wichtig zum 
Verständnis der Transmissionsdynamik der HIV-Epidemie, zur Identifikation von 
Risikogruppen sowie zur Bewertung des Erfolges der Präventions-Maßnahmen, um 
diese gegebenenfalls anpassen zu können. Auch für HIV-Impfstudien ist eine 
vorherige Messung der HIV-Inzidenz unerlässlich, da nur in Populationen mit hoher 
HIV-Inzidenz der Erfolg einer Impfstudie bewertet werden kann [94]. Während man 
die HIV-Prävalenz im Rahmen der Routine-HIV-Diagnostik relativ gut messen und 
bewerten kann, ist die direkte Messung der HIV-Inzidenz erheblich schwerer. 
Diese zu bestimmen ist aber genauso wichtig, da Änderungen in der HIV-Prävalenz 
nicht immer den Trends in der HIV-Inzidenz entsprechen müssen. Eine Abnahme der 
Gesamt-HIV-Prävalenz kann einen Anstieg in der HIV-Inzidenz in bestimmten 
Risikogruppen überdecken [95]. Auch wenn es in der Routine-HIV-Diagnostik sehr 
sensitive Methoden zur HIV-Antikörper-Messung gibt (HIV-Such-Teste der dritten 
und vierten Generation, siehe 1.3), kann ausschließlich auf der Basis des Antikörper-
Nachweises im diagnostischen HIV-ELISA nicht zwischen inzidenten und 
prävalenten Infektionen unterschieden werden. In den letzten Jahren wurden jedoch 
einige Methoden entwickelt, welche die Messung inzidenter HIV-Infektionen 
realistisch werden lassen. Für die Bestimmung der HIV-Inzidenz, speziell in Ländern 
mit sehr niedriger HIV-Prävalenz wie Deutschland, müssten allerdings auch mit 
solchen Inzidenz-Testen eine sehr große Anzahl an Personen getestet werden. 
 
1.7.1 Longitudinale Studien 
Der klassische, epidemiologische Weg zur Bestimmung der Inzidenz einer Infektion 
in der Bevölkerung ist die longitudinale Beobachtung einer seronegativen Population 
mit Infektionsrisiko [96]. In einer Bevölkerung mit einer niedrigen HIV-Prävalenz muss 
man sehr viele Menschen über mehrere Jahre beobachten und immer wieder testen, 
um eine sichere Aussage über die Inzidenz von HIV-Infektionen machen zu können. 
Dies bedeutet nicht nur einen hohen logistischen Aufwand sondern auch sehr hohe 
Kosten. Sehr häufig werden daher in Ländern mit niedriger HIV-Prävalenz Kohorten-
Studien durchgeführt, in denen bekannte Hochrisikogruppen (zum Beispiel MSM, 
IDU, Prostituierte, HPL) gezielt untersucht werden. Diese Kohorten-Studien lassen 
aber nur schwer Rückschlüsse auf die Gesamtbevölkerung zu. 
Ein weiteres Problem dieser Methode ist, dass man durch die Information über die 




dadurch das Risikobewusstsein und gegebenenfalls das Verhalten verändert und 
somit auch die Inzidenz beeinflusst [97]. 
Nach wie vor ist die Untersuchung definierter Kohorten aber die einzige 
epidemiologische Methode, um die Inzidenz verlässlich abschätzen zu können, da 
sich die Inzidenz als Anzahl der Neuinfektionen pro Jahr pro 100.000 Einwohner 
definiert. Aus epidemiologischer Sicht muss man daher die negativ gebliebene 
Bevölkerung ebenfalls erfassen. 
Will man nur den Anteil der Neuinfektionen unter den Neudiagnosen bestimmen, 
reichen Labormethoden aus, die anhand einer Blutprobe zum einen eine HIV-
Infektion feststellen und zum anderen die Patienten detektieren, die sich neu in 
einem bestimmten Zeitraum infiziert haben. 
 
1.7.2 Rückrechnung anhand der AIDS-Fallzahlen 
Rückrechnungsmodelle setzen ein Meldesystem voraus, mit dem national (oder in 
der Bevölkerung, welche man untersuchen möchte) die Anzahl der an AIDS 
erkrankten und verstorbenen Menschen erfasst werden. Anhand dieser Meldedaten 
kann dann berechnet werden, wie viele Patienten sich pro Jahr neu infiziert haben, 
da der Zeitraum zwischen dem Zeitpunkt der HIV-Infektion bis zur Manifestation von 
AIDS eingrenzbar ist [92, 93]. Die beiden Hauptprobleme dieser Methode sind die 
meist unzureichenden Meldesysteme mit den dadurch entstehenden 
Doppelmeldungen oder nicht erfassten AIDS-Fällen, sowie die immer besser 
funktionierende Therapie, die den Zeitraum zwischen Infektion und den Ausbruch 
von AIDS verlängert hat. 
Seit dem Beginn von HAART mit ihrem drastischen Rückgang in Morbidität und 
Mortalität der HIV-Infizierten kann diese Methode nicht mehr verwendet werden. 
 
1.7.3 Akut-Syndrom 
In der Klinik kann eine primäre frische HIV-Infektion durch das „Akute Syndrom“ 
diagnostiziert werden (vgl. Kapitel 1.2). Wenn dieses durch einen HIV-RNA-
Nachweis oder einen positiven p24-Antigentest und einen gleichzeitig seronegativen 
Status ergänzt wird, ist eine Serokonversion und damit eine frühe HIV-Infektion 
gesichert diagnostiziert. Allerdings sollte die Serokonversion anhand einer 
Verlaufsprobe des Patienten mit einem Bestätigungstest gesichert werden, um eine 
falsch-positive Diagnose auszuschließen. Voraussetzung dazu ist jedoch, dass man 
den Patienten genau in dem schmalen Zeitfenster erfasst, in dem er noch keine 
Antikörper gebildet hat. 
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Aber es bildet nicht jeder Patient mit einer primären HIV-Infektion das Akute 
Syndrom aus oder erkennt diese nicht. Demzufolge wird ein großer Teil der 
Patienten keinen Arzt aufsuchen und nicht als frühe HIV-Infektion diagnostiziert 
werden, wodurch diese Methode limitiert wird. 
 
1.7.4 HIV-RNA oder p24-Nachweis bei Antikörper-negativen 
Patienten 
Der HIV-RNA-Nachweis ist für verschiedene Fragestellungen sehr wichtig und 
aufgrund der immer mehr eingesetzten Methode der Polymerase-Kettenreaktion 
(„Polymerase chain reaction“, PCR) zum Erregernachweis ein oft angewandtes 
Mittel, um eine HIV-Infektion zu bestätigen. Die Methode birgt Fehlerquellen, die zu 
falsch-positiven und aber auch zu falsch-negativen Ergebnissen führen kann. 
Laut Diagnostikausschuss der DVV und der Gesellschaft für Virologie benötigt eine 
positive HIV-Diagnose daher einen serologischen Bestätigungstest. 
Der Vorteil des Genomnachweises ist die Möglichkeit, mittels einer quantitativen 
Real-Time RT-PCR die Viruslast zu messen und so zum Beispiel im frühen Verlauf 
der HIV-Infektion ihren Setpoint zu bestimmen (Kapitel 1.2) oder auch den Verlauf 
einer Therapie beobachten und bewerten zu können. 
In der Inkubationsphase vor der Serokonversion einer HIV-Infektion kann man 
anhand eines positiven HIV-RNA-Nachweises oder eines p24-Antigen-Nachweises 
eine frische HIV-Infektion labordiagnostisch feststellen. Da diese Phase nur sehr kurz 
ist (zwischen 10 und 20 Tagen), benötigt man jedoch eine große Anzahl an 
ursprünglich seronegativen Personen, um eine repräsentative Anzahl an frischen, 
inzidenten HIV-Infektionen zu detektieren. 
In einigen Studien wurde diese Methode zur Identifizierung frischer HIV-Infektionen 
benutzt [98-100]. Die Nachteile dieser Methode sind die aufwendigen Teststrategien 
und die Kosten, da man aufgrund des sehr kurzen diagnostischen Fensters eine 
große Anzahl an Personen testen muss. 
 
1.7.5 Nach-Serokonversionsteste 
Methoden, die nach der HIV-Serokonversion eingesetzt werden, haben den Vorteil, 
dass zur Messung lediglich bereits HIV-positive Personen untersucht werden. Dazu 
muss vor dem jeweiligen HIV-Inzidenz-Test eine Standard-HIV-Diagnostik 
durchgeführt werden. Verschiedene Methoden wurden in der Vergangenheit 




Im Prinzip basieren alle diese Methoden entweder auf der Zunahme der HIV-
spezifischen Antikörper oder auf der Zunahme der Avidität der Antikörper. Die 
Bestimmung, ob der Patient frisch infiziert ist, erfolgt anhand eines Grenzwertes 
(basierend auf den Charakteristika des jeweiligen Testes) und eines diagnostischen 
Fensters („window period“), welches den Zeitraum beschreibt, innerhalb dessen 
seropositive Personen unter dem Grenzwert des Testes bleiben. Anhand dieses 
diagnostischen Fensters, zusammen mit Angaben über die in der HIV-Diagnostik 
negative Population, lässt sich dann die jährliche Inzidenz einer Bevölkerungsgruppe 
pro 100.000 Menschen berechnen. 
 
1.7.6 Serologischer Test Algorithmus für frische HIV-Infektionen 
Schon im Jahr 1998 beschrieben Jansen et al. eine Modifikation eines kommerziellen 
HIV-1-Antikörper-Suchtestes der ersten Generation (HIV-1-ELISA 3A11, Abbott 
Laboratories), um frische Infektionen zu identifizieren [101]. Sie modifizierten den 
Test durch Serum-Vorverdünnungen und verkürzten die Inkubationszeiten. 
Grundsätzlich basierte die Idee auf der Tatsache, dass innerhalb der ersten Monate 
der Infektion der Antikörperspiegel an HIV-spezifischen Antikörpern steigt. Wenn 
seropositive Individuen in diesem weniger sensitiven Test („detuned“ ELISA, „less-
sensitive“ ELISA) getestet wurden, wurden frühe Infektionen mit einem niedrigen 
HIV-Antikörper-Titer nicht detektiert und blieben aufgrund der Verdünnung in der 
modifizierten Test-Variante negativ. Der Cut-Off dieses Testes für inzidente 
Infektionen wurde anhand von definierten Serokonversionspaneln (Verläufe von 
serokonvertierten Patienten mit bekanntem oder gut abschätzbarem 
Infektionszeitraum) bei 129 Tagen festgelegt [101]. Da dieser Test eine Modifikation 
eines qualitativen Testes war, wurden Kalibratoren und Kontrollen benötigt um den 
Grenzwert des modifizierten Testes bestimmen zu können und den Assay zu 
bewerten. Diese Reagenzien wurden von der CDC zur Verfügung gestellt. Als 2003 
Abbott die 3A11 ELISA-Produktion einstellte, wurde auf den Vironistatika HIV-1-
ELISA (Organon Teknika) umgestellt und dieser ähnlich modifiziert [102]. Mit diesem 
serologischen Test-Algorithmus für frische HIV-Infektionen (STAHRS = „serological 
testing algorithm for recent HIV seroconversion“) wurden weltweit viele Studien 
durchgeführt [103-107]. Dabei zeigte sich, dass das diagnostische Fenster vom 
Subtyp der HIV-Infektion abhängt. Es wurde auch mehrfach beschrieben, dass bei 
Patienten unter Therapie und bei Patienten im AIDS-Stadium ein falsch-inzidentes 
Testergebnis erhalten wird [101, 108]. Dadurch entsteht eine Überschätzung der 




Eine Weiterentwicklung des STAHRS ist der BED-IgG-capture ELISA (BED-ELISA), 
der erstmalig 2001 von Parekh et al. beschrieben wurde [109]. Auch dieser Test 
unterscheidet persistierende von frischen Infektionen aufgrund der ansteigenden 
Menge an HIV-spezifischen IgG-Antikörpern. 
Bei diesem Sandwich-ELISA werden im ersten Schritt alle IgG-Antikörper der zu 
untersuchenden Probe an den Ziege-Anti-Human-IgG Fänger-Antikörper gebunden 
und im zweiten Schritt die Anti-HIV-1-gp41-Antikörper detektiert (Abb. 4). Hierzu wird 
ein spezielles Peptid verwendet, welches die immundominante Region des gp41 von 
drei verschiedenen HIV-1 Subtypen enthält (Subtyp B, D und CRF01_AE, früher 
Subtyp E genannt). So wird mit diesem ELISA der relative Anteil an HIV-1-
spezifischen IgG-Antikörpern unter den gesamten IgG-Antikörpern im Serum 
bestimmt. 
Es wurde versucht, einen Test zu entwickeln, welcher von den Herstellern der 
anderen HIV-Teste unabhängig ist und keine Modifikation eines bereits bestehenden 
Testes darstellt [109-112]. Inzwischen ist der BED-ELISA der einzige kommerzielle, 
für epidemiologische Studien zugelassene Test für HIV-1 Inzidenz. 
 
 
Abb. 4: Schema des BED ELISA 
Mit dem an der Platte gebundenen Ziege-Anti-Human-IgG Fänger-Antikörper werden die IgG 
Antikörper aus der Probe an der Platte gebunden (1). Im zweiten Inkubationsschritt werden unter den 
gebundenen IgG-Antikörpern mit Hilfe des BED-Peptides die HIV-1 gp41 spezifischen Antikörper 
detektiert (2) und über eine anschließende Streptavidin-Peroxidase (3) und Substrat-Reaktion (4) im 




In Frankreich entwickelte die Gruppe um F. Barin einen eigenen Inzidenz-Peptid-
ELISA, indem Antikörper gegen vier verschiedene Antigene gleichzeitig getestet 
werden [114]. Als Antigene verwendeten sie das immundominante Epitop des 
Hüllproteins gp41 (IDE), die dritte variable Region des gp120 (V3), rekombinant 
hergestellte Peptide der Integrase und rekombinantes p24-Antigen. Im aktuell 
eingesetzten Test werden nur noch die IDE- und V3-Antikörperantwort erfasst, da die 
Antikörperantwort gegen p24 individuell sehr variabel ist, vor allem bei afrikanischen 
Patienten. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist hier deutlich besser, wenn 
synthetische Oligopeptide statt langer rekombinanter Proteine eingesetzt werden 




Der INNO-LIA (INNO-LIA HIV I/II Score; Innogenetics) ist ein Immunoblot, der als 
Bestätigungstest und zur Differenzierung von HIV-1/-2 zugelassen ist. 
Bei diesem Immunoblot der zweiten Generation mit auf Nylonstreifen immobilisierten 
Peptiden wird die Antikörperantwort gegen verschiedene Antigene von HIV anhand 
des Bandenmusters und der Intensivität der einzelnen Banden bewertet. Zusätzlich 
kann mit diesem Test HIV-1 von HIV-2 differenziert werden, was ihn besonders in 
Ländern, in denen HIV-2-Infektionen häufiger auftreten, als Bestätigungstest attraktiv 
macht [116, 117]. Die Gruppe um Schüpbach et al. entwickelte mehrere Algorithmen 
[118], anhand derer man die Intensitäten dieser Antikörperantworten aufsummieren 
und für jede Probe einen Summenwert erhalten kann. Fällt dieser Wert unter einen 
Grenzwert, so wird die Probe als inzident bewertet. Seit 2007 wird dieser Test in der 
Schweiz zur Identifizierung der Neuinfektionen routinemäßig bei allen Neudiagnosen 
eingesetzt [119]. 
 
1.7.10 Anti-p24 IgG3-Antikörper 
Eine australische Forschergruppe berichtete 2004, dass p24-spezifische IgG3-
Antikörper nur in der frühen Phase einer HIV-1-Infektion gebildet werden und vier 
Monate nach der Infektion nicht mehr nachweisbar sind [120]. Aufgrund dieser 
Entdeckung wurde ein einfacher p24-IgG3-ELISA entwickelt und 17 
Serokonversionspanels untersucht. 34 bis 120 Tage nach Infektion waren die p24-
IgG3-Antikörper nachweisbar. Dies könnte also auch eine Methode sein, um 
inzidente von prävalenten Infektionen zu unterscheiden. 
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Allerdings sind seitdem keine weiteren Studien hierzu veröffentlicht und zum Beispiel 
die Ergebnisse von Barin et al. [114] lassen den Schluss zu, dass die individuellen 
Schwankungen der IgG-3-Antwort gegen das p24-Antigen zu groß sind, um 
ausschließlich mit dieser Methode inzidente Infektionen zu identifizieren. 
 
1.7.11 Aviditäts-Methode 
Dieser Test, erstmalig 2002 von Suligoi et al. [121] beschrieben, beruht auf der 
Antikörper-Avidität, die im ersten Jahr einer HIV-Infektion zunimmt. 
Diese Methode ist für viele andere Infektionskrankheiten wie zum Beispiel 
Toxoplasmose, Rubella und Cytomegalovirus-Infektionen [122-124] oder auch 
Hepatitis B und C, Humanes Herpes Virus sechs und sieben und Varicella-Zoster-
Virus beschrieben [125, 126] und wird in der medizinischen Diagnostik häufig 
angewandt. Die Methode von Suligoi et al. [121] ist ebenfalls eine Abwandlung eines 
kommerziellen HIV-Antikörper-Suchtestes (AxSYM HIV-1/2 gO; Abbott). 
Die Probe wird in PBS-Verdünnung und in Verdünnung mit einem chaotropen Agenz 
getestet (Guandidinium-Hydrochlorid = Gu-HCl; Abb. 5). 
 
Abb. 5: Schema der Aviditäts-Methode 
Bestätigt HIV-1 positives Serum oder Plasma wird entweder 1:10 in PBS oder 1:10 in Guanidinium-
Hydrochlorid (1 M) verdünnt und beide Aliqouts dann im AxSYM HIV-1/2 gO (Abbott) gemessen. Aus 
den beiden Messwerten wird der Aviditäts-Indes (AI) berechnet. 
 
Aus den Messwerten der beiden Verdünnungen wird ein Quotient gebildet, der 
Aviditäts-Index (AI). Je länger die Infektion zurückliegt, desto stärker binden die 
Antikörper und der Einfluss des Gu-HCl auf die Antigen-Antikörper-Bindung wird 
geringer, der AI geht gegen den Wert eins. Bei einer frischen Infektion, binden die 
Antikörper in Gegenwart von Gu-HCl weniger stark und der AI geht gegen null. Der 
HIV-1/2 gO-Test ist ein Automatentest. Dies ist einerseits von Vorteil, da nach der 
Verdünnung der Proben der Test vollautomatisch durchgeführt werden kann. 
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Andererseits kann dies auch ein Nachteil sein, da die Geräte nicht in jedem Labor 
vorhanden sind und die Testkosten hoch liegen. Auch diese Methode wurde schon in 
mehreren Studien eingesetzt [127-129]. 
 
1.7.12 Verwendung von Filter-getrocknetem Material für Studien 
Der Versand von frischen Blutproben (EDTA-Blut) von HIV-positiven Patienten 
erfordert besondere Transportbedingungen (UN2814) und kann nicht mit jedem 
Transporteur erfolgen. Dieser zusätzliche Aufwand führt auch zu erheblichen Kosten. 
Daher stellen Filter-getrocknete Materialien eine gute Alternative dar, insbesondere 
in Entwicklungsländern in Afrika und Asien, wo höhere Temperaturen herrschen und 
eine Kühlkette aufgrund der mangelnden Infrastruktur nicht immer aufrecht erhalten 
werden kann. Es wurde schon früh begonnen, diverse diagnostische Laborteste auch 
aus auf Filter getropftem und getrocknetem Material zu etablieren [130-132]. 
Serologische Teste zur HIV-Diagnostik lassen sich meist problemlos auf 
Filtermaterial adaptieren. Dieser Entwicklung folgend wurden inzwischen auch 
verschiedene Inzidenz-Teste auf ihre Anwendung mit getrocknetem Filtermaterial 






Nach dem IfSG werden in Deutschland alle positive HIV-Bestätigungsteste (HIV-
Neudiagnosen) und AIDS-Fälle dem Robert Koch-Institut gemeldet. Anhand dieser 
Daten lässt sich der Anteil an frisch infizierten Patienten unter den Neudiagnosen 
nicht bestimmen. Die Kenntnis des Anteils der frischen Infektionen ist nötig, um die 
HIV-Inzidenz zu berechnen, da sich seit Beginn von HAART die AIDS-Fallzahlen 
nicht mehr für Rückrechnungsmodelle zur Berechnung der Inzidenz eignen. 
Diagnostische Marker, mit denen man frische (inzidente) von länger zurückliegenden 
(prävalenten) Infektionen unterscheiden kann, sind daher für Untersuchungen der 
HIV-Inzidenz von besonderem Interesse. In der Literatur sind Methoden beschrieben, 
anhand derer eine solche Unterscheidung möglich ist. Grundlage dieser Methoden 
ist die Antikörperreifung in der frühen HIV-Infektion zur Unterscheidung zwischen 
einer inzidenten und einer prävalenten Infektion. Eine Methode nutzt den innerhalb 
des ersten Jahres nach Infektion ansteigenden IgG-Titer spezifischer HIV-Antikörper 
(BED-ELISA), eine weitere die zunehmende Avidität der HIV-Antikörper im Verlauf 
der HIV-Infektion (Aviditäts-Index). 
Das Ziel dieser Arbeit war es, beide Methoden anhand eines Referenzprobenpanels 
von Patienten mit dokumentierter Serokonversion am RKI zu etablieren und zu 
validieren. Die Methode mit der besseren Sensitivität und Spezifität sollte dann in 
einer Pilotstudie unter Berliner HIV-Patienten zur Abklärung der Machbarkeit von 
Inzidenzstudien angewandt werden. Aus Voruntersuchungen und Literatur war 
bekannt, dass 15-20% der Proben entweder falsch-prävalent oder falsch-inzident 
bestimmt werden. Daher sollten wirtsspezifische Determinanten und virale Faktoren 
auf eine möglichen Korrelation mit den Reaktivitäten in den Inzidenztesten überprüft 
werden. Dazu sollten die IgG-Titer, die IgG-Subklassen, der Titer an 
neutralisierenden Antikörpern und Antikörperprofile gegen gp41 in ausgewählten 
Probenpaneln charakterisiert werden. Unter den viralen Faktoren sollte die Viruslast 
und die Variabilität der gp41-Sequenzen auf mögliche Korrelation analysiert werden. 
Da die Verwendung von Filter-getrockneten Materialien den Transport von 
Blutproben vereinfachen würde, sollte die Stabilität der Antikörper für den Inzidenz-
Test überprüft werden. Zur Durchführung einer nationalen Studie sollte außerdem die 
HIV-Infektiosität nach Filtertrocknung untersucht werden, um zu ermitteln, ob diese 
Filterproben gefahrlos verschickt werden können. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen 
zum Verständnis des immunologischen Geschehens der frühen HIV-Infektion und 
der Antikörperreifung bei HIV-Infektionen beitragen und die Verbesserung der 
Datenlage zur HIV-Inzidenz ermöglichen. 
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Alle verwendeten eukaryonten Zellen waren mykoplasmen-frei (PCR-Nachweis). 
 
CEMx174xSEAP Fusionsprodukt der humanen B-Zelllinie 721-174 und der 
humanen T-Zelllinie CEM [133]; in Aggregaten wachsende 
Suspensionszellen, welche leicht mit HIV infizierbar sind; 
zusätzlich enthalten diese Zellen ein Gen für eine humane 
plazentale alkalische Phosphatase unter der Kontrolle eines 
SIV-LTR Promotors [134]. Benötigtes Medium: RPMI Medium 
plus 10% FKS und 2mM L-Glutamin. 
 
293T  Humane embryonale Nierenzelle [135] mit Adenovirus Typ 5 
transformiert; semiadhärentes Wachstum und gute 
Transfizierbarkeit; exprimiert das T-Antigen von SV40 [136]. 
Benötigtes Medium: D-MEM Medium plus 10%FKS und 
200mM L-Glutamin. 
 
C8166 Humane T-Zelllinie; enthält zwei defekt HTLV-1-Genome mit 
Deletionen im gag, pol und env Bereich [137]. Benötigtes 
Medium: RPMI 1640 10% FKS, 100 IU/ml Penicillin, 100μg/ml 
Streptomycin, 2mM L-Glutamin. 
Viren 
HIV-1 NL4-3  HIV-1 Klon aus pNL4-3 hergestellt [138]. 
HIV-1 (4C) MN  HIV-1 Laborstamm (P12). 
 
Plasmide 
pBlueskript II SK(+)  (pBSSK+, Stratagene, GmbH); F1 (-) ori, Co1E1 ori, lacI (nicht 
funktionell), lacZ (für Blau-Weiß-Selektion) multiple 
Klonierungsstelle mit flankierenden T3- und T7-Promotoren, 
Ampicillinresistenz, Größe: 3,0 kb. 
 
pNL4-3  pUC18-Vektor mit proviralen HIV-1 Genom (NL4-3) flankiert 
von genomischer DNA, Ampicillinresistenz, Größe 14,879kb 
(Accession number AF324493)[138]. 
 
Bakterienstamm 
XL10-Gold®  Ultracompetent Cells (Stratagene, Heidelberg); XL10-Gold 
strain: Tetr Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB 
lacIqZ_M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]a. 
 
Kulturmedien und Zusätze 
Fötales Kälberserum FKS (Biochrom AG, Berlin), Dulbeccos modified Eagle Medium 
D-MEM, L-Glutamin 2mM, Neugeborenen Kälberserum NKS; RPMI 1640 Medium 
(alles Invitrogen, Karlsruhe), Trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Österreich), 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung PBS (Sigma, Deisenhofen). 
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Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide der verwendeten Primer und Sonden wurden von der Firma 
Metabion GmbH in Martinsried synthetisiert und gereinigt und sind im Methodenteil 
unter der jeweiligen Methode aufgeführt. 
 
Chemikalien 
Agarose (peqlab, Erlangen); Ampicillin, Ethylendiamintetraessigsäure, 
Magnesiumchlorid, Tris, Tween 20 (alles Sigma, Deisenhofen), Bovines 
Serumalbumin BSA, Calziumchlorid, Empigen BB Detergenz 30% Lösung, 
Guanidinium-Hydrochlorid, Kaliumchlorid, Mercaptoethanol, Natriumacetat, 
Natriumcarbonat, Natriumchlorid, Natriumhydrogencarbonat (alles Merck, 
Darmstadt); Ethidiumbromid (Serva, Heidelberg), 6x Loading Buffer, GeneRulerTM 1 
kb DNA Ladder, Mass Ladder (alles Fermentas, St. Leon-Rot). 
 
Enzyme 
Taq-Polymerase, Reverse Transkriptase (Superskript II), RNAsin, Amplitaq gold, 
Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (alles Invitrogen, Karlsruhe), 
Restriktionsenzyme HindIII, MunI (alle Fermentas, St. Leon-Rot) BigDye Premix 3.1 
(Applied Biosystems, Darmstadt). 
 
Peptide 
gp41-Peptid wurden vom National Institutes of Health (NIH) AIDS Research & 
Reference Reagent Program bezogen. Es wurden 85 Peptide des Panels HIV-1 
Consensus Subtype B Env (15-mer) Peptides - Complete Set (Cat# 9480, Lot# 4) 
verwendet (Peptide 8889# bis 8973#). Es handelt sich hierbei um 15 Aminosäuren 
lange Peptide die jeweils um 11 Aminosäuren überlappen. Der Bereich der 
verwendeten 85 Peptide umfasst das gesamte HIV-1 env gp41 (Tab. 1). 
 
Filter 
Die verwendeten Filter waren eine Spezialanfertigung der Firma Whatman. In eine 
85mm x 140mm x 1,6mm (H x L x B) Filterkarte aus Whatman 903 Filterpapier 
wurden 10 Kreise à 22mm Durchmesser in zwei Reihen vorgestanzt. Zum 
Sterilfiltrieren der Zellkulturüberstände für die Wachstumsversuche und die 
Infektionsversuche wurden Filter mit einer Porengröße von 0,2µm und 0,45µm 
(Whatman, Dassel) verwendet. 
 
Materialien für Zellkultur 
Sterile Einwegartikel zur Zellkultur wurden von der Firma Nunc Intermed 
(Wiesbaden) bezogen. Alle in der Zellkultur oder für molekularbiologische Methoden 
verwendeten Lösungen wurden durch Autoklavieren oder Sterilfiltration sterilisiert. 
 
Materialien zur ELISA-Etablierung 
Peroxidase konjugierter anti-human IgG Antikörper von der Ziege und 
Tetramethylbenzidine (TMB) Flüssigsubstrat System für ELISA (beides von Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, München), TROPIX ELISA-Light Kit (Tropix, Bedford, USA), 
Platten für den AALTO: p24-ELISA Corning Costar, 96-well Flat bottom, high binding, 
white Polysterene (Corning, Bodenheim), Platten für den Peptid-ELISA: NUNC 
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Technische Geräte: 
ELISA-Reader Tecan INFINITE F200, Mikrotiterplatten-Waschautomat (beide Tecan, 
Crailsheim), Feuchtbrutschrank, Laborzentrifuge Sorvall, Thermo Electron RC50 (alle 
Heraeus, Hanau), Gradientenzykler Mastercycler Gradient, Kühltischzentrifuge, 
Spektrometer 5417R (alles Eppendorf, Hamburg), Gelelektrophorese-Kammer 
Horizon 58 (Invitrogen, Karlsruhe), TaqMan ABI 7700, 3130xL Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, Darmstadt), Videodokumentationssystem E.A.S.Y. RH-3 
(Herolab, Wiesloch), 37°C Inkubator Schrank (Thermo Electron, Oberhausen), 
Heizblock (Biometra, Göttingen), Lichtmikroskop (Zeiss, Jena), Mx3005P (Stratagen, 
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Kommerzielle Test-Kits: 
 Beckman Coulter HIV-1 p24 Antigen ELISA (Beckman Coulter, Fulerton, CA, 
USA) 
 HIV-1 AALTO p24-Antigen Assay (Aalto Bio Reagents, Dublin, Irland) 
 Calypte HIV-1 BED Incidence EIA (IgG-Capture HIV-EIA) und Dried Blood Spot 
Control Pack (Calypte Biomedical Corporation, Oregon, USA) 
 HIV-1/HIV-2 III Plus für das IMx System und HIV-1/2 gO für das AxSYM System 
(Abbott, Wiesbaden) 
 GENSCREEN HIV 1/2 Version 2 (Bio-Rad, Marnes la Coquette, Frankreich) 
 MUREX HIV-1.2.O (Murex Biotech limited, Dartford, Großbritannien) 
 HIV Blot 2.2 (MP Diagnostics; Illkirch, Frankreich) 
 INNO-LIA HIV I/II Score (INNOGENETICS, Heiden) 
 QIAamp Viral RNA Mini Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) 
 QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden) 
 QIAgen DNA kit (QIAGEN, Hilden) 
 Jetquick Gel Extraction Kit (Genomed, Bad Oeynhausen) 
 NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, Düren) 
 BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) 
 EndoFree Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Hilden) 
 SuperFekt Transfection Reagent (QIAGEN, Hilden) 
 Z-Competent E.coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Reserch, USA) 
 Human IgG subclass Liquid Reagent Kit (THE BINDING SITE GmbH, 
Schwetzingen) 
Software: 
 Adobe Photoshop CS3 Extended, Version 10.0.1 (Adobe Systems Incorporation, 
1990-2007) 
 BioEdit Sequence Alignment Editor, Version 7.0.9.c (Tom Hall, 1997-2007) 
 Clone Manager 9 für Windows, Professional Edition (Small Work Group License 
1994-2007) 
 EndNote Version X.0.2 (Thomson, 1988-2006) 
 EpiCalc 2000, Version 1.02 (John Gilman und Mark Myatt, 1998, Brixton Books, 
Freeware) 
 ImageJ, Version 1.37c (Wayne Rosband, National Institutes of helth, USA, 
Freeware) 
 Lasergene SeqMan Pro, Version 7.2.1 (1), 410 (DNASTAR, 1989-2007) 
 Magellan Software 6.4 (Tecan, Crailsheim) 
 Microsoft office Packet 2003 inklusive MS Word, MS Excel, MS Powerpoint 
(Microsoft Corporation 1983-2003) 
 MxPro – Mx3000P Version 4.01 (Stratagene 2007) 
 Sequence Scanner, Version 1.0 (Applied Biosystems, 2005) 
 38
_________________________________________________Material und Methoden 
Tab. 1: gp41 Peptide und Peptidpools. 
 
Pool Kommentar Nr. Cat #   Peptid Sequenz Pool Kommentar Nr. Cat #   Peptid Sequenz 
 1 8889  EKRAVGIGAMFLGFL      
 2 8890  VGIGAMFLGFLGAAG10%      
 3 8891  AMFLGFLGAAGSTMG50%      
 4 8892  GFLGAAGSTMGAASM      
1 
 5 8893  AAGSTMGAASMTLTV      
 6 8894  TMGAASMTLTVQARQ TM-Region 46 8934  VGGLIGLRIVFAVLS50% 
 7 8895  ASMTLTVQARQLLSG40% TM-Region 47 8935  IGLRIVFAVLSIVNR40% 
 8 8896  LTVQARQLLSGIVQQ TM-Region 48  8936  IVFAVLSIVNRVRQG30% 
 9 8897  ARQLLSGIVQQQNNL TM-Region 49 8937  VLSIVNRVRQGYSPL10% 
 10 8898  LSGIVQQQNNLLRAI10%  50 8938  VNRVRQGYSPLSFQT 
 11 8899  VQQQNNLLRAIEAQQ  51 8939  RQGYSPLSFQTRLPA 
 12 8900  NNLLRAIEAQQHLLQ  52  8940 SPLSFQTRLPAPRGP 
 13 8901  RAIEAQQHLLQLTVW30%  53 8941  FQTRLPAPRGPDRPE 
 14 8902  AQQHLLQLTVWGIKQ  54 8942  LPAPRGPDRPEGIEE 
2 
 15 8903  LLQLTVWGIKQLQAR 
6 
 55 8943  RGPDRPEGIEEEGGE 
VERY 16 8904  TVWGIKQLQARVLAV  56 8944  RPEGIEEEGGERDRD 
VERY 17 8905  IKQLQARVLAVERYL  57 8945  IEEEGGERDRDRSGR 
BED 18 8906  QARVLAVERYLKDQQ  58 8946  GGERDRDRSGRLVDG 
BED 19 8907  LAVERYLKDQQLLGI  59 8947  DRDRSGRLVDGFLAL 
BED 20 8908  RYLKDQQLLGIWGCS  60 8948  SGRLVDGFLALIWDD* 
BED 21 8909  DQQLLGIWGCSGKLI  61 8949  VDGFLALIWDDLRSL* 
BED 22 8910  LGIWGCSGKLICTTT10%  62 8950  LALIWDDLRSLCLFS* 
BED 23 8911  GCSGKLICTTTVPWN  63 8951  WDDLRSLCLFSYHRL 
BED 24 8912  KLICTTTVPWNASWS  64 8952  RSLCLFSYHRLRDLL 
3 
BED 25 8913  TTTVPWNASWSNKSL 
7 
 65 8953  LFSYHRLRDLLLIVT 
 26 8914  PWNASWSNKSLDEIW*  66 8954  HRLRDLLLIVTRIVE 
 27 8915  SWSNKSLDEIWDNMT  67 8955  DLLLIVTRIVELLGR50% 
 28 8916  KSLDEIWDNMTWMEW*  68 8956  IVTRIVELLGRRGWE* 
 29  8917  EIWDNMTWMEWEREI*  69 8957  IVELLGRRGWEVLKY 
 30 8918  NMTWMEWEREIDNYT*  70 8958  LGRRGWEVLKYWWNL20%
 31 8919  MEWEREIDNYTSLIY*  71 8959  GWEVLKYWWNLLQYW 
 32 8920  REIDNYTSLIYTLIE*  72 8960  LKYWWNLLQYWSQEL30%
 33 8921  NYTSLIYTLIEESQN*  73 8961  WNLLQYWSQELKNSA 
 34 8922  LIYTLIEESQNQQEK  74 8962  QYWSQELKNSAVSLL 
4 
 35 8923  LIEESQNQQEKNEQE 
8 
 75 8963  QELKNSAVSLLNATA 
2F5 36 8924  SQNQQEKNEQELLEL*  76 8964  NSAVSLLNATAIAVA30% 
2F5 37 8925  QEKNEQELLELDKWA  77 8965  SLLNATAIAVAEGTD* 
2F5 38 8926  EQELLELDKWASLWN  78 8966  ATAIAVAEGTDRVIE* 
2F5 / 4E10 39 8927  LELDKWASLWNWFDI*  79 8967  AVAEGTDRVIEVVQR 
2F5 / 4E10 40 8928  KWASLWNWFDITNWL*  80 8968  GTDRVIEVVQRACRA 
4E10 / TM-Region 41 8929  LWNWFDITNWLWYIK30%  81 8969  VIEVVQRACRAILHI 
4E10 / TM-Region 42 8930  FDITNWLWYIKIFIM  82 8970  VQRACRAILHIPRRI 
4E10 / TM-Region 43 8931  NWLWYIKIFIMIVGG20%  83 8971  CRAILHIPRRIRQGL 
TM-Region 44 8932  YIKIFIMIVGGLIGL60%*2  84 8972  LHIPRRIRQGLERAL 
5 
TM-Region 45 8933  FIMIVGGLIGLRIVF30% 
9 
 85 8973  RRIRQGLERALL 
Prozente von Acetonitril, in denen die Peptide gelöst wurden, sind angegeben, *  =  in Wasser mit pH 8, *2   =  pH 3 
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2.2 Studienkollektiv 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Patientenproben stammen aus der 
Serokonverterstudie des RKI und aus der HIV-Pilot-Inzidenzstudie Berlin. In der HIV-
Serokonverterstudie des RKI werden seit 1997 PatientInnen rekrutiert, um die 
Einflussfaktoren auf die Progression der Erkrankung, die Verbreitung der HIV-
Subtypen und die Übertragung resistenter Viren in Deutschland zu untersuchen [69, 
139, 140]. In der vom Bundesministerium für Gesundheit geförderten HIV-Pilot-
Inzidenzstudie sollte die Evaluierung und Etablierung neuer serologischer Methoden 
für die Bestimmung frischer HIV-Infektionen zur Gewinnung von Daten zur HIV-
Inzidenz erfolgen. Gleichzeitig wurde eine Datenerhebung zu Wissen, Einstellungen 
und Verhalten bezüglich HIV/AIDS (KAB-Survey = „Knowledge, Attitude and 
Behaviour“, „Second Generation HIV Surveillance“) bei Personen mit kürzlich 
erworbener HIV-Infektion durchgeführt. Beide Studien wurden von der Ethik-
Kommission bewilligt und alle Patienten wurden von dem betreuenden Arzt über das 
Ziel der Studien aufgeklärt und haben eine schriftliche Einverständniserklärung 
abgegeben. 
Für das Referenzprobenpanel (RPP) wurden 148 Proben von 81 bestätigt HIV-1 
positiven Patienten der Serokonverterstudie ausgewählt (null bis vier Verlaufsproben 
pro Patient). 78 Patienten waren männlich und drei weiblich. Die Patienten hatten 
sich zwischen 1999 und 2005 infiziert. 
Für eine Reihe der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde aufgrund 
des limitierten Probenmaterials entweder eine Auswahl von 28 Proben oder nur die 
Hälfte des Panels (n = 74) verwendet. In den 74 Proben sind immer auch die 28 
Proben enthalten, so dass diese 28 Proben mit allen Methoden untersucht wurden. 
Zur Auswahl der 28 Proben siehe Kapitel 3.2.. 
 
2.2.1 Pilotstudie 
In die Pilotstudie, die als Querschnittsstudie konzipiert war, wurden Patienten ab 
einem Alter von 18 Jahren eingeschlossen, bei denen zwischen November 2005 und 
Februar 2007 in Berlin die Erstdiagnose HIV gestellt wurde. Sie sollten zum Zeitpunkt 
der Blutentnahme keine AIDS-definierenden Erkrankungen aufweisen und nicht 
antiretroviral behandelt sein. Die Patienten wurden mit Hilfe der behandelnden Ärzte 
in 20 Institutionen rekrutiert (Arztpraxen bzw. Klinik- und Institutsambulanzen). Es 
erfolgte eine venöse Blutentnahme sowie die Erhebung demographischer Angaben 
und klinischer sowie anamnestischer Daten durch einen Arztfragebogen. 
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Die Patienten selbst füllten einen Patientenfragebogen zu Wissen, Einstellungen und 
Verhalten in Bezug auf HIV/AIDS und den entsprechenden Infektionsrisiken aus 
(KAB-Survey). Die Datenerhebung war anonym und unverbunden. Die Blutproben 
wurden am RKI aufgearbeitet (2.3.1) und mit dem BED-ELISA untersucht (2.3.4). 
 
2.2.2  Kommerzielles Probenpanel 
Das speziell für HIV-1 Inzidenz-Teste kommerziell erhältliche Probenpanel (BBI PRB 
601; Seracare, Milford, USA) bestand aus 15 HIV-1 positiven Seren. Diese wurden 
aus 78 Proben von 51 Plasmaspendern ausgewählt. Die 78 Proben wurden in fünf 
verschiedenen Laboren mit neun verschiedenen Methoden zur Inzidenz-Bestimmung 
getestet. Es wurden die 15 für das BBI-Panel ausgewählt, die übereinstimmende 
Ergebnisse in allen Testen, unter anderem auch im BED-ELISA, lieferten. Acht der 
Proben waren übereinstimmend als chronisch infiziert klassifiziert worden und sieben 
Proben übereinstimmend als inzident. Dieses Panel (n = 15) diente als Kontroll-Panel 
zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit publizierter Ergebnisse mit dem BED-ELISA. 
 
2.2.3 Verwendeter Konzentrationsstandard 
Als Konzentrationsstandard für die molekularbiologischen Untersuchungen wurde 
aus einem NL4-3-Virusstock in negativem humanem Plasma eine serielle 
Verdünnungsreihe in 1:10er Schritten hergestellt (von 6,8x108 Genomkopien/ml bis 
6,8 Genomkopien/ml) und bei -70°C portioniert gelagert. Für die Filterlagerversuche 
wurden diese Aliquots auf Eis aufgetaut, 30µl pro Filter getropft und die Filter über 
Nacht in der Laminarflow getrocknet. Es wurden jeweils zwei Filterscheiben pro zu 
untersuchenden Zeitpunkt zur Doppelwertbestimmung bei Raumtemperatur (20°C 
bis 22°C), -20°C und -70°C gelagert. 
 
2.3 Serologische Methoden 
2.3.1 Probenaufarbeitung und Lagerung 
Die Patientenproben wurden nach der Blutabnahme bei Raumtemperatur gelagert 
und innerhalb von 24 Stunden an das RKI geliefert. Pro Patient sollten zwei mal 10ml 
EDTA-Blut geschickt werden. Das EDTA-Blut wurde für 10min bei 2600g und 
Raumtemperatur abzentrifugiert, die obere Schicht Plasma abgenommen, in 500µl 
oder 1ml Portionen aliquotiert und bei -70°C gelagert. Ein Aliquot wurde bei 4°C bis 
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2.3.2 Anfertigung der Filterproben 
Jeweils 30µl des Plasmas wurden auf 903 Whatman Filterpapier über Nacht 
getrocknet. Dann wurden sie in Plastiktüten verpackt und bei Raumtemperatur 
trocken gelagert. Zum Eluieren der Proben wurden die einzelnen Filterscheiben in 
1,5ml Eppendorfröhrchen überführt und mit 450µl des Elutionspuffers (3% NKS, 
0,05% TWEEN20 in PBS) entweder über Nacht bei 4°C oder 1h bei Raumtemperatur 
auf dem Schüttler eluiert. Das gewonnene Filtereluat entsprach einer 1:15 
Verdünnung des Ausgangsmaterials und wurde sowohl für die beiden HIV-




Als HIV-1-ELISA der dritten Generation wurden der MUREX HIV-1.2.O und der 
Genscreen HIV1/2 nach Herstellerangaben eingesetzt. Mit dem HIV-1/HIV-2 III Plus 
ELISA wurde im IMx-Automaten die Aviditäts-Methode getestet. Die Aviditäts-
Methode auf dem AxSYM-Automaten mit den AxSYM HIV-1/2 gO Test wurde im 
Labor Dr. Berg in Berlin durchgeführt (Aviditäts-Index siehe 2.3.5). 
 
2.3.4 BED-ELISA 
Der HIV-1 BED-ELISA wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt 
(siehe Abb. 4 in Kapitel 1.7.7). Es dürfen nur bestätigt HIV-positive Proben im BED-
ELISA eingesetzt werden. Die Proben sollten einmal gemessen werden. Alle Proben 
mit einer normalisierten optischen Dichte (ODn) unter 1,2 sollen dann wiederholt im 
Dreifachansatz gemessen werden. Aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit der 
Messergebnisse wurde abweichend von den Herstellerangaben jede Probe in zwei 
unabhängigen Testdurchläufen gemessen und der Mittelwert der beiden Messwerte 
als Messergebnis gewertet. Diese Vorgehensweise wurde von dem Entwickler 
dieses Testes als adäquat angesehen (B. Parekh, per Email bestätigt). Für die 
Messungen der Filterproben wurden die Filtereluate eingesetzt. Für die Kalibrierung 
der Messwerte der Filterproben wurde der Kalibrator ebenfalls auf Filter getropft 
(30µl), getrocknet und wie die Filterproben behandelt. 
 
2.3.5 Aviditäts-Index 
Die ersten Untersuchungen zum Aviditäts-Index (AI) wurden mit dem IMx-Automaten 
und dem Test HIV-1/HIV-2 III Plus ELISA (Mindestvolumen 150µl) am RKI 
durchgeführt. 
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Spätere Untersuchungen wurden mit dem Test AxSYM HIV-1/2 gO (Mindestvolumen 
220µl) auf den AxSYM-Automaten im Labor Berg durchgeführt. Für die Ermittlung 
des AI nach Suligoi müssen die Proben ebenso wie für den BED-ELISA bestätigt 
HIV-seropositiv sein [121]. 
Die Proben wurden 1:10 mit PBS bzw. 1:10 in dem chaotropen Agenz Gu-HCl 
verdünnt. Das jeweilige Endvolumen wurde entsprechend des benötigten 
Mindestvolumens des verwendeten Testes eingestellt. Beide Aliquots wurden parallel 
getestet und aus den erhaltenden Messwerten wurde ein Quotient gebildet, der den 
AI darstellt (Übersicht siehe Abb. 5 in Kapitel 1.7.11). 
AI = Messwert des Gu-HCl Aliquot / Messwert des PBS-Aliquot 
Wenn das Messergebnis in der Gu-HCl Verdünnung im HIV-1/2 gO einen Grenzwert 
(S/CO = sample/Cut-off) unter 1 aufwies, wurde die Probe negativ bewertet und es 
konnte von dieser Probe kein AI gebildet werden. Dies wurde bei Patientenproben 
mit noch sehr kurz zurückliegender Serokonversion beobachtet. 
 
2.3.6 p24-Antigentest 
Messung des HIV-Antigens p24 im Beckmann Coulter Antigen-Test 
Der kommerzielle Beckman Coulter HIV-1 p24 Antigen-ELISA hatte einen linearen 
Messbereich von 7,5pg bis 125pg/ml. Der Test wurde nach Herstellerangaben 
durchgeführt. 
AALTO p24-Antigentest 
Da Beckmann Coulter die Produktion des p24-Antigentestes im Verlauf der 
Untersuchungen einstellte, wurde ein Inhaus-p24-Antigentest etabliert. Dazu wurden 
die Platten zunächst mit Anti-p24-Antikörpern beschichtet. Das Beschichten der 
Platten sowie die Testdurchführung erfolgte nach den Angaben von AALTO [141]. 
Für die Quantifizierung des p24-Kapsidproteins aus Zellkulturüberständen wurden 
die im p24-Antigen ELISA gemessenen relativen Lichteinheiten (RU) normiert und 
zwei unabhängige Verdünnungsreihen zur Erstellung der Eichgeraden eingesetzt. 
Der lineare Meßbereich lag zwischen 0,078ng/ml und 10ng/ml Um die Auswertung 
im linearen Bereich zu gewährleisten, wurden Zellkulturüberstände nach Bedarf 




Für den Peptid-ELISA wurde das Peptid-Panel des HIV-1 Env gp41 Proteins nach 
Angabe des Herstellers gelöst. 
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Einige Peptide mussten erst in Acetonitril verschiedener Konzentration gelöst werden 
(10% bis 80%, Tab. 1); der überwiegende Teil wurde in Wasser gelöst. Die gelösten 
Peptide wurden aliquotiert und bei -70°C eingefroren. 
Zum Beschichten der Platten wurden die Peptide zu einem Fünferpool (Peptid 8889 
bis 8893) und acht Zehnerpools vereinigt. Hierbei wurden die Peptide 8894 bis 8973 
aufsteigend in Gruppen eingeteilt (Tab. 1) und dann die Pools mit NaHCO3-Puffer 
(100mM, pH = 9,6) auf eine Endkonzentration von 5ng/µl eingestellt. 
 
Beschichten der Platten 
Zum Beschichten der Platten wurden die Peptide entweder in den Pools oder als 
Einzelpeptide mit 100µl der Peptidlösungen beschichtet (5ng/µl). Die Peptidlösung 
wurde auf die Platten gegeben und die Platten bei 37°C für 18-24 Stunden inkubiert. 
Als Negativ-Kontrolle wurde auf jeder Platte eine Reihe Wells mit einer 10%igen 
NKS-Lösung in NaHCO3-Puffer (100mM, pH = 9,6) beschichtet. Gleichzeitig diente 
die Negativ-Kontrolle zur Normierung der Messwerte. Nach 12-16 Stunden 
Inkubation wurden die Platten mit PBS gewaschen (Waschprogramm AALTO 08) 
und mit 300µl Blockierungspuffer (10% NKS in PBS) befüllt, abgeklebt und bei -20°C 
weggefroren. Die Platten wurden maximal 6 Monate gefroren gelagert. 
Testdurchführung 
Als Grundlage wurde ein Protokoll verwendet, das in der Arbeitsgruppe zur 
Untersuchung einer HIV-Transportdomäne auf gp120 etabliert worden war [142]. Als 
Waschpuffer wurde PBS eingesetzt. Die Platten wurden aufgetaut und gewaschen 
(Waschprogramm AALTO 08). Die Seren wurden 1:100 in PBS mit 10% NKS 
verdünnt und je 100µl pro Well pipettiert. Die Platte wurde abgeklebt und 18-24 
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde erneut gewaschen 
(Waschprogramm 2xAALTO 08). Nun wurde die Konjugatlösung (100µl pro Well), in 
einer 1:30.000 Verdünnung in PBS und 10% NKS eingesetzt, die Platten abgeklebt 
und für 30min bei 37°C inkubiert. Die Arbeitsverdünnung des Konjugat-Antikörpers 
(Maus-Anti-Human-IgG Antikörper) war zuvor optimiert worden. Nach Inkubation mit 
dem Konjugat wurde nochmals gewaschen (Waschprogramm 2xAALTO 08) und 
100µl TMB-Substratlösung pro Well eingesetzt. Nach 15min wurde die Farbreaktion 
durch Zugeben von 100µl Schwefelsäure (1N) gestoppt. Die OD wurde im ELISA 
Reader bei 450nm (Referenz 620 nm) bestimmt. 
Berechnung der ODn* 
Um die Reaktivitäten der Seren untereinander vergleichen zu können, mussten sie 
normiert werden. 
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Nach dem Test wurden die Messwerte der NKS-beschichteten Wells (Reaktion 
gegen nicht relevante Proteine) von den Messwerten der Antikörper-Reaktionen 
gegen die Peptid-Pools oder Einzelpeptide subtrahiert und so aus der Optischen 
Dichte (OD) eine normierte ODn* berechnet. 
 
Waschprogramme am Waschautomaten Tecan 
Programm AALTO 08:  Jedes Well wurde zweimal mit ja 200µl pro Well 
gewaschen und am Ende wurden die Wells leer gesaugt 
und trocken geklopft. 
Programm 2xAALTO 08:  Jedes Well wurde viermal mit ja 200µl pro Well 
gewaschen und am Ende wurden die Wells leer gesaugt 
und trocken geklopft. 
 
2.3.8 Immunoblot-Analysen mit dem HIV Blot 2.2 
Der HIV Blot 2.2 Western Blot (WB) wurde nach Herstellerangaben (MP Diagostics) 
durchgeführt. Zur Ermittlung des Aviditäts-Indexes für die verschiedenen Antigene im 
WB wurde das Protokoll leicht modifiziert. Im ersten Inkubationsschritt wurde der 
Blot-Puffer 1:10 mit einer 1 molaren Gu-HCl Lösung verdünnt. Danach wurden die 
Streifen wie im Protokoll vorgeschrieben behandelt. Nach Beendigung der 
Farbreaktion wurden die WB-Streifen eingescannt und mit der ImageJ Software die 
Intensität der Banden in Relativen Einheiten (RU) berechnet. Da auf jedem WB-
Streifen die Serumkontrolle (SK) integriert ist, konnte die jeweilige Bandenintensität 
der Antigen-Antwort auf die SK normiert werden. Hierzu wurde der RU-Wert der SK 
gleich 100% gesetzt und das Verhältnis der jeweiligen Bande der WB-Streifen zur SK 
berechnet. Mit diesen normalisierten RU konnte dann der WB Aviditäts-Index (WB-
AI) pro Probe und pro Antigen berechnet werden (2.3.5). 
 
2.3.9 IDE-V3-ELISA 
Die Messungen der Plasma- und Filterproben des Serokonverter RPP erfolgten in 
einer Kooperation mit Francis Barin im französischen Referenzlabor für HIV in Tours 
[114]. Im IDE-V3-ELISA wird die Antikörperreaktivität gegen eine Mischung aus zwei 
immundominanten Epitopen des gp41 (IDE, Konsensussequenz aller HIV-1 
Subtypen und der Konsensussequenz des Subtyp D) und gegen eine Mischung aus 
V3-Loop-Peptiden des gp120 (fünf Konsensussequenzen der Subtypen A, B, C, D 
und CRF01_AE) gemessen. Die Reaktivität der Proben gegen IDE und V3 wird dazu 
genutzt, um die Wahrscheinlichkeit (W), dass die Probe von einem frisch Infizierten 
stammt, zu ermitteln. 
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Dazu wurde von Barin et al. 2005 anhand eines Etablierungspanels folgende Formel 








Hierbei steht IDE.r für die Antikörperreaktivität gegen das IDE-Peptid und V3.r für die 
Antikörperreaktivität gegen die V3 Peptid-Mischung [114]. 
2.3.10 IgG-Subklassen Bestimmung 
Die Bestimmungen des IgG-Gesamtgehaltes der Proben und der IgG-Subklassen 
wurden in einem medizinischen Diagnostik Labor in Berlin (Labor 28) durchgeführt. 
Die Proben wurden mit dem Behringer BNII Analyser und dem Human IgG Subclass 
Liquid Reagent Kit gemessen. 
 
2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.4.1 RNA-Extraktion 
500µl Plasma (-70°C) wurden in ein auf Eis aufgetaut und zur Entfernung von 
Kryopräzipitat mit 2600g für 10min bei 4°C zentrifugiert. 450µl Überstand wurden in 
ein 1,5ml Eppendorfröhrchen überführt und zur Viruspelletierung mit 17000g für 
90min bei 4°C zentrifugiert. Nach Abnahme von 310µl Überstand wurde aus den 
verbleibenden 140µl entsprechend dem Protokoll des viralen RNA-Kits (Qiagen) 
weiterverfahren. Die RNA wurde in 60µl Elutionspuffer eluiert, aliquotiert und bei -
70°C gelagert. 
Für die Extraktion der RNA aus Filterproben wurden die getrockneten Filterproben 
unter der Laminarflow in 1,5ml Eppendorfröhrchen überführt und 140µl RNAse freies 
Bidest. Wasser hinzugegeben. Diese wurden dann bei 4°C auf einem Schüttler für 
eine Stunde zur Rehydratisierung inkubiert. Anschließend wurden die 140µl mitsamt 
dem Filter auf eine QIAGEN Säule überführt und die RNA entsprechend des 
Standardprotokolls vom Hersteller extrahiert. Lediglich bei den 
Zentrifugationsschritten wurde bei 8500g statt 8000g zentrifugiert. Vor dem letzten 
Elutionsschritt wurde der Filter vorsichtig von der Säule entfernt und die Säule mit 
60µl Elutionspuffer eluiert. 
 
2.4.2 Transformation ultrakompetenter E. coli XL10-Gold 
Die Transformation ultrakompetenter E. coli XL10-Gold mit Plasmid DNA erfolgte 
nach dem Transformationsprotokoll von Stratagene. Es wurden pro Ansatz 75µl der 
kompetente Zellen verwendet. 
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2.4.3 Plasmidisolierung 
Die Plasmidisolierung des pNL4-3 in Mini- (NucleoSpin® Plasmid) und Maxi-Maßstab 
(EndoFree Plasmid Maxi Kit) erfolgte anhand der Protokolle der Hersteller. 
 
2.4.4 Restriktionsanalyse des pNL4-3 
Zur Überprüfung der Integrität des Plasmids wurde ein Restriktionsverdau mit HindIII 
und MunI entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Die Produkte des 
Restriktionsverdaus wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.4.7) analysiert. 
 
2.4.5 Synthese von cDNA aus RNA 
Bei der cDNA-Synthese wurde mit Hilfe der Reversen Transkriptase „Superscript II“ 
(RNA–abhängige DNA-Polymerase) eine RNA-Sequenz in die komplementäre 
Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die extrahierte RNA für 10min bei 
65°C denaturiert und dann in die RT-Reaktion mit dem antisense-Primer der 
anschließenden PCR eingesetzt. 
 
2.4.6 Polymerase-Kettenreaktion 
Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgt mittels des Enzyms Polymerase 
eine DNA-Doppelstrang-Vervielfältigung. Grundsätzlich gibt es drei Phasen der PCR, 
die Denaturierungsphase, die Primerhybridisierung und die Elongation. Die 
verwendeten Temperaturen, vor allem der Primerhybridisierung, hingen von den 
eingesetzten Primern ab. Die Sequenzen der verwendeten Primer und die jeweiligen 
Temperaturprogramme sind in der zitierten Literatur angegeben. 
Mykoplasmen-PCR 
Die Zellkulturüberstände wurden vor der PCR für 5min bei 95°C im Wasserbad 
inkubiert, zentrifugiert und der Überstand 1:10 in Bidest. Wasser verdünnt, bevor er 
in die PCR eingesetzt wurden [143]. Mit dieser PCR wurde ein 270bp-Fragment der 
Mykoplasmen-DNA nachgewiesen. 
MNO-gp41-PCR 
Die MNO-gp41-PCR war eine genestete RT-PCR, bestehend aus oder cDNA-
Synthese und einer anschließenden genesteten PCR. Für die cDNA-Synthese wurde 
der antisense Primer der äußeren PCR verwendet. Mit dieser PCR wurden 148 
Aminosäuren (AS) (444bp) der HIV-1 env gp41 Region amplifiziert [144]. 
Inhaus-pol RT-PCR 
Die Inhaus-pol RT-PCR war eine semi-nested-PCR mit vorhergehender cDNA-
Synthese und anschließender semi-nested-PCR, mit der ein 1453bp großes 
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Fragment, welches für die virale Protease (99AS) und 303AS der Reversen 
Transkriptase kodiert, unter der Verwendung des Expand High Fidelity PCR System 
amplifiziert wurde [69, 145]. 
 
2.4.7 Agarose-DNA-Gelelektrophorese 
Analytische und quantitative Gelelektrophorese 
Die DNA-Proben (2µl aus den PCR-Ansätzen, 0,5-1µg aus den Restriktionsverdau) 
wurden mit 6fach Ladepuffer gemischt und elektrophoretisch bei 5-10V/cm in 0,8 bis 
2%igen Agarosegelen in Abhängigkeit von der Größe der DNA-Fragmente in 1xTAE 
Puffer mit 0,5µg/ml Ethidiumbromid aufgetrennt. Zur Größenbestimmung der DNA 
wurde ein Größenstandard (1kb Ladder) mit aufgetrennt. Für die quantitative 
Bestimmung wurde ein Konzentrationsstandard (Mass Lader) eingesetzt. Die 
Agarosegele wurden anschließend mit Hilfe des Videodokumentationssystems 
E.A.S.Y.RH-3 nach Banden-Visualisierung mit UV-Licht (366nm) fotografiert und 
ausgewertet [146]. Durch Vergleich des Bandenmusters mit den Größen- und 
Konzentrationsstandards konnten die Größen der aufgetrennten DNA-Fragmente 
bestimmt und die Menge quantifiziert werden. 
 
2.4.8 Quantitative Real-time PCR (TaqMan) 
Über eine Real-Time PCR wurde mit einer FAM-TAMRA Sonde oder mit einer FAM-
BHQ Sonde (TM-LTR_2: 5‘-FAM-TCTGAGGGATCTCTAGYTACCAGAGT-TAMRA/ 
BHQ-3‘) und den verwendeten Primern (LTR_524_s: 
5‘-CTCAATAAAGCTTGCCTTG-3‘, LTR-625_as: 5‘-GCGCCACTGCTAGAGAT-3‘) 
die Viruslast bestimmt. In dieser PCR wurde ein 150bp langes Fragment aus dem 
LTR-Bereich amplifiziert. Die PCR wurde mit dem ABI PRISM-7700-Sequence 
Detector und später aufgrund eines Gerätewechsels mit dem MXpro-3004 quantitativ 
durchgeführt. Mit dem Wechsel auf den MXpro-3004 mußte auch die TAMRA 
gequenchte Sonde durch eine Sonde mit einen „Black Hole Quencher“ (BHQ) ersetzt 
werden. Anhand des in Doppelwerten mitgeführten Konzentrationsstandards (2.2.3) 
konnte mit der jeweiligen Gerätesoftware die quantitative Auswertung erfolgen. 
 
2.4.9 Sequenzanalyse 
Es wurde eine „cycle-sequencing“-Reaktion nach Sanger [147] durchgeführt. Hierbei 
wurde die Sequenz so lange amplifiziert, bis ein Didesoxynukleotid (ddNTP) 
eingebaut und die Reaktion terminiert wurde. Die unterschiedlich farbmarkierten 
ddNTPs befanden sich dann jeweils am 3’-Ende des terminierten PCR-Produktes, 
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wodurch nach elektrophoretischer Auftrennung und Fluoreszenzanregung durch 
einen Laser die Basenabfolge ermittelt werden konnte. Es wurde mit dem BigDye 
Premix 3.1 gearbeitet. 
Nach Ablauf der PCR wurden die Proben bei -20°C eingefroren und vom 
hauseigenen Sequenzierungs-Service durch Gelfiltration aufgereinigt und auf dem 
3130xL Genetic Analyzer analysiert. Die erzeugten Elektrophoretogramme wurden 
mittels der Programme Sequenz Scanner, Lasergene SeqMan Pro und dem BioEdit 
Sequence Alignment Editor ausgewertet. 
 
2.5 Zellbiologische Methoden 
2.5.1 Kultivierung eukaryonter Zelllinien 
Humane Zelllinien wurden in 25- oder 75cm2-Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO2 
im Feuchtbrutschrank kultiviert. Die Zellen wurden alle 3 - 4 Tage 1:10 passagiert. 
Hierfür wurden adhärente 293T-Zellen in 3ml PBS gewaschen, zur Ablösung der 
Zellen vom Boden der 25- bzw. 75cm2-Zellkulturflasche mit 0,5ml bzw. 1ml 
Trypsin/EDTA für 2 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert, in einem kleinen Volumen 
Vollmedium resuspendiert und auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt, wo sie in 8ml 
bzw. 12ml frischem Vollmedium kultiviert wurden. Die Passage der CEMx174xSEAP-
Suspensionszellen erfolgte bei ½ Mediumwechsel mit oder ohne Zentrifugation und 
1/5 Aufteilung der Zellen. Die Zellen wurden in einem Volumen von 10ml in 25cm2- 
bzw. 20ml in 75cm2-Zellkulturflaschen kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte 
in Türk-Zählkammern (Tiefe 0,100mm) mit 10μl Zellsuspension. Infizierte Zellen 
wurden zuvor durch eine 1:10 Verdünnung mit 1%iger Essigsäure inaktiviert. 
 
2.5.2 Virusherstellung und Vermehrung 
Für die NL4-3 Virusproduktion musste zuerst das Plasmid pNL4-3, welches das 
komplette HIV-1 NL4-3 Genom trägt, in 293T-Zellen transfiziert werden. Um eine 
größere Menge an Virus zu erhalten, wurden die Viren in CEMx174 Zellen vermehrt. 
Nach der Ernte des Zellkulturüberstandes wurde der infektiöse Titer TCID50/ml 
bestimmt (TCID = „tissue culture infectiouse dose“). 
Transfektion in eukaryonte 293T-Zellen 
293T-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion mit 1,5 x 106 Zellen pro 25cm2-
Flasche in 8ml Vollmedium (DMEM + 10% FKS + 2mM L-Glutamin) ausgesät. Die 
pNL4-3-Plasmide wurden im TE-Puffer auf 200ng/µl verdünnt. Pro Ansatz wurden 
2,5µg (12,5µl) Träger-DNA (pBSSK+) und 2,5µg (12,5µl) endonuklease-freies pNL4-3 
(Maxi-Präparation) mit 125µl Vollmedium und 30µl SuperFect gemischt. 
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Das Medium wurde von den 40-60% konfluenten Zellen abgenommen und die Zellen 
mit 1ml PBS gewaschen. 
Nachdem das PBS vorsichtig von den Zellen abgesaugt worden war, wurde zu dem 
Plasmid-SuperFect-Komplex 1ml Vollmedium hinzugegeben, mit der Pipette leicht 
gemischt, vorsichtig auf die Zellen getropft und danach die Flaschen geschwenkt, 
damit die Zellen gleichmäßig benetzt wurden. Dieser Ansatz wurde für 3h im 
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde der Superfect-Mix von 
den Zellen abgenommen, die Zellen mit 1ml PBS gewaschen und in 8ml Vollmedium 
für 48h inkubiert. 
Zur Ernte des Virus wurde der Zellkulturüberstand abgenommen, mit 300g bei 4°C 
für 10min zentrifugiert und auf Eis aliquotiert. Alle Arbeiten mit infektiösem Virus 
erfolgten unter einer Sicherheitswerkbank auf Eis. Die Aliquots wurden bei -70°C 
gelagert. Zur Vermehrung des HIV-1 NL4-3 wurden, ausgehend von diesen 
geernteten Virusstocks, CEMx174xSEAP Zellen infiziert und drei Tage inkubiert. Bei 
einem zytopathischen Effekt (CPE) in 60 bis 80% der Zellen wurde geerntet und der 
Zellkulturüberstand portioniert bei -70°C weggefroren. 
 
2.5.3 Virustitration 
Der infektiöse Titer der Virusstocks wurde in serielle Verdünnungen in einer 
Endpunkttitration nach Kärber/Spearman auf CEMx174xSEAP-Zellen bestimmt. Der 
Nachweis der Virusvermehrung erfolgte mit Hilfe des HIV-1 p24-Antigen-ELISA. 
Auf 96-Loch-Platten wurden 180μl des 1:10 verdünnten Virusstocks für eine 
Vierfachbestimmung ausplattiert und 1:3 über 12 Verdünnungsstufen in 120μl 
vorgelegtem Vollmedium auf Eis verdünnt und dann für 10min auf Raumtemperatur 
aufgewärmt, wobei auf eine gleiche Dauer bei Raumtemperatur für alle 
Verdünnungen geachtet wurde. Zu jedem Ansatz dieser Verdünnungsreihe wurden 
100μl einer Zellsuspension mit 5x103 CEMx174xSEAP-Zellen gegeben und 7 Tage 
bei 37°C inkubiert. 
Als Kontrolle dienten nicht infizierte Zellen. Anschließend wurden alle Proben ab der 
letzten Verdünnungsstufe im p24-Antigen-ELISA getestet, bei der noch in allen 
Parallelansätzen ein CPE erkenntlich war. 
Der qualitative Nachweis des Kapsidproteins p24 zur Definition des Endpunktes der 
Titration erfolgte mittels des HIV-1 p24-Antigen-ELISA (2.3.6). 
Der Ursprungs-Virusstock hatte einen infektiösen Titer von 9,5x105 TCID50/ml, der 
Virusstock, der für weitere Untersuchungen verwendet wurde, erreichte nach 
weiteren Passagen in CEMx174xSEAP einen von Titer 3,1x105 TCID50/ml. 
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Die TCID50/ml des wurde mit folgender Formel berechnet [148]: 
Log TCID50 = L-d (S - 0,5) 
wobei L = log. der ersten Verdünnungsstufe auf der Platte 
d = Verdünnungsfaktor seriell {3} 
S = Anzahl positiver Kulturen 












Χκ = höchste Verdünnung, bei der in allen Ansätzen eine Infektion nachgewiesen wurde





hi = Summe der Anteile an positiven Ansätzen der jeweiligen Verdünnung
 
 
2.5.4 Messung des Zellwachstums mit/ohne Filtereluate 
Das Zellwachstum CEMx174xSEAP Zellen wurde in einer 24-Loch-Platte in An- und 
Abwesenheit von Filterscheiben bestimmt. Hierzu wurden die Filterscheiben vorher 
durch autoklavieren sterilisiert. 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in der Türk-Zählkammer. Zudem wurde der 
Effekt von Filtereluaten bestimmt. Dazu wurden Filter in RPMI Vollmedium für eine 
Stunde inkubiert, das Medium mit einem 0,2µm Filter steril filtriert und in 
verschiedenen Verdünnungen (1:1; 1:3; 1:5; 1:7; 1:10) jeweils als Doppelbestimmung 
zu 2x104 Zellen/Loch gegeben und alle 24h die Zellzahl bestimmt. 
 
2.5.5 Bestimmung der HIV-Infektiosität nach Filtertrocknung 
Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 100µl des Virusstocks (9,5x104 TCID50) auf 
die Filterscheiben getropft (96h, 72h, 48h, 24h, 12h, 0h). Die Filter wurden in 1ml 
Medium für 1h bei 4°C eluiert und das Eluat danach durch einen 0,45µm Filter 
sterilfiltriert und 1:3 mit Vollmedium verdünnt. Für den 0h-Wert wurde nach 20min, 
nachdem der Virusstock in den Filter eingezogen war, eluiert. Es wurden 1x106 
CEMx174xSEAP Zellen in 200µl Vollmedium ausgesät und mit 200µl des verdünnten 
Eluates infiziert. Die Zellen wurden bei 37°C für 1 1/2 Stunden inkubiert. Im ersten 
Versuchsansatz wurde dann auf 1ml aufgefüllt. Im zweiten Ansatz wurde das 
Inokulum durch 3x Waschen entfernt und die Zellen auf 1ml aufgefüllt. 
Die Zellen wurden über 14 Tage visuell kontrolliert und am Tag 4, 7, 10, 12 und 14 
Überstände abgenommen. Wenn nötig, wurde das Medium gewechselt oder es 
wurden neue Zellen hinzugegeben. Im zweiten Versuchsansatz wurden die 
Überstände sofort auf neuen Zellen passagiert und ebenfalls über 14 Tage hinweg 
visuell kontrolliert und Überstände abgenommen. Alle Überstände wurden bis zur 
weiteren Untersuchung bei -70°C gelagert oder sofort weiterpassagiert. 
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2.5.6 Neutralisationstest 
Der Titer an neutralisierenden Antikörpern wurde in Kooperation mit der Gruppe von 
Dr. Stephen Norley (P12; RKI) bestimmt. Für diesen Test wurden auf 96-Loch-
Platten vierfach-Ansätze einer Verdünnungsreihe der Plasmaproben in Medium 
hergestellt (8-, 16-, 32-, 64-, 128-, 256-, 512-, 1024-fach). Von den Verdünnungen 
wurden 10µl pro Verdünnung mit 10µl Virus (HIV-1 (4C) MN; TCID50 = 50) gemischt 
und für eine Stunde inkubiert. Dann wurden 2x103 C8166 Zellen hinzugegeben und 
über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Löcher mit 160µl Vollmedium 
aufgefüllt und für 8 Tage inkubiert. 
Anschließend wurden diese Überstände im p24-Antigentest gemessen um die 
Anzahl der p24-positiven und negativen Kulturen bestimmt. Als Positivkontrolle 
wurde das Virus ohne Plasma und als Negativ-Kontrolle ein HIV-negatives humanes 
Serum eingesetzt. 
Der Titer an neutralisierenden Antikörpern wurde entsprechend wie der infektiöse 
Virustiter nach Spearman/Kärber berechnet. Es wurde eine serielle Verünnungsreihe 
an Plasma und ein konstantes Virusinokulum eingesetzt und statt der Summe der 
Anteile an positiven Kulturen die Summe der Anteile der negativen Kulturen als 
Kenngröße mit der Formel berechnet (2.5.3). 
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2.6 Statistik 
Sensitivität, Spezifität, Vorhersagewert 
Für die Bewertung der Sensitivität und der Spezifität der Inzidenz-Teste wurde die 
Vierfeldertafel (Tab. 2) benutzt. Für die Berechnungen wurde positiv = inzident und 
negativ = prävalent gesetzt. Die Aussage, ob es sich bei dem berechneten 
Infektionszeitpunkt um ein richtig-inzidentes oder ein falsch-inzidentes Ergebnis 
handelt, wurde anhand des Serokonverter-Probenpanels getroffen, das durch sehr 
genau eingegrenzte Infektionszeiträume charakterisiert ist (vgl. Ergebnissteil 3.1). 
Tab. 2: Diagnostische Vierfeldertafel (verändert nach Harms 1992 [149]) 
 Tatsächlicher Infektionszeitpunkt:  
 Diagnose 




















D / (D+C) 
 Sensitivität 
A / (A+C) 
Spezifität 
D / (D+B) 
 
 
Positiver Vorhersagewert (positiver prädiktiver Wert = PPV) 
PPV = Wahrscheinlichkeit, dass ein positiv getesteter Patient infiziert ist 
Negativer Vorhersagewert (negativer prädiktiver Wert = NPV) 
NPV = Wahrscheinlichkeit, dass ein negativ getesteter Patient nicht infiziert ist 
 
Adjustierung des Anteils inzidenter Proben in der HIV-Inzidenz-Pilotstudie 
anhand der prädiktiven Werte 
Für den BED-ELISA wurde eine optimale Sensitivität und Spezifität von 80% bzw. 
86% gemessen (bei 0,8 ODn und einem Zeitfenster von ≤ 20 Wochen). Da diese 
Werte im Vergleich zur Standard-HIV-Diagnostik niedrig liegen, wurde eine 
Adjustierung anhand des gemessenen Anteils für frische HIV-Infektionen in der HIV-
Inzidenz-Pilotstudie durchgeführt. 
Da Sensititvität und Spezifität des BED-CEIA in der Studienpopulation nicht bekannt 
waren, musste von der Annahme ausgegangen werden, dass diese in der 
Studienpopulation ähnlich sind wie in der bekannten Population des 
Referenzprobenpanels. Dies ist eine Annahme, welche berechtigterweise kritisiert 
werden kann. Allerdings waren die Sensitivität und die Spezifität bzw. der positive 
und negative Vorhersagewert des Testes berechnet über das Referenzprobenpanel 
die einzig bekannten Größen, anhand derer eine Adjustierung möglich war. 
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Für die Adjustierung wurde vom gemessenen Inzidenzanteil der Anteil der falsch-
inzident gemessenen Proben abgezogen und der Anteil der falsch-prävalenten 
hinzugefügt. Zugrunde liegt dieser Adjustierung eine Erweiterung der Bayes’schen 
Formel bei unbekannter Häufigkeit der Eigenschaft in der Population [149]. Dadurch 
ergibt sich folgende Gesamtformel für die Berechnung des korrigierten 
Inzidenzanteils: 
 
I (k) =     [I (g)² x Sens] : [I (g) x Sens + P(g) x (1 - Spez)] + P (g) –  
 [P (g)² x Spez] : [(P (g) x Spez) + I (g) x (1 - Sens)] 
I (k)  korrigierter Inzidenzanteil 
I (g)  gemessene Inzidenzanteil 
Sens Sensitivität des Testes 
Spez Spezifität des Testes 
P (g)  gemessene Prävalenz 
 
 
Abb. 6: Abhängigkeit des prädiktiven Wertes von dem gemessenen Inzidenzanteil 
 
Bei dieser Berechnung wurde der positive prädiktive Wert, der vom Inzidenzanteil 
abhängig ist, benutzt (Abb. 6). Bei einem gemessenen Anteil inzidenter Infektionen 
von < 42% ergibt sich demzufolge eine Korrektur nach unten und bei 
entsprechenden Werten von > 42% eine Korrektur nach oben. Diese Korrektur kann 
jedoch nur bei epidemiologischen Analysen eingesetzt werden, in denen der Anteil 
inzidenter Infektionen in einer Population ermittelt wird; individuelle Testergebnisse 
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Konfidenzintervall und weitere Statistik 
Das 95% Konfidenzintervall (KI[95%]) wurde auf der Grundlage der Verteilung und 
der Stichprobengröße nach Fleiss et al. mit EpiCalc 2000 berechnet [151]. 
Für den Vergleich von zwei Variablen (zum Beispiel Sensitivitäten oder Spezifitäten) 
von zwei unabhängigen Verteilungen mit gegebener Verteilung und 
Stichprobengröße wurden das 95% Konfidenzintervall und die kritische Ratio Z nach 
Fleiss et al. berechnet [151]. 
Um den p-Wert für Z zu berechnen wurde die Methode zur rationellen Annäherung 
benutzt (beschrieben von Abramowitz und Stegun [152]) und basierend auf dem in 
Cooke et a. beschriebenen Algorithmuss angewendet [153]. 
__________________________________________________________Ergebnisse 
3 Ergebnisse 
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden verschiedene Aspekte zur 
Verbesserung der Datenlage zur HIV-Inzidenz in Deutschland untersucht. Zunächst 
wurden verschiedene HIV-Inzidenz-Teste anhand eines definierten 
Referenzprobenpanels validiert. Nach der Auswahl und Etablierung eines geeigneten 
Testes wurden virale und wirtsspezifische Determinanten untersucht, um 
Ansatzpunkte zu finden, mit denen die Sensitivität und Spezifität der Teste 
verbessert werden können. Zeitgleich wurde die HIV-Inzidenz-Pilotstudie 
durchgeführt. Zur Vorbereitung einer nationalen Inzidenz-Studie wurden Anitkörper- 
und Genomnachweise an Filter-getrockneten Plasmaproben validiert. 
 
3.1 Etablierung der HIV-Inzidenz-Teste 
Für epidemiologische Studien sind Methoden zur HIV-Inzidenz-Bestimmung 
publiziert, mit denen eine Berechnung der HIV-Inzidenz innerhalb einer gegebenen 
Bevölkerung ermöglicht wird. Die meisten Inzidenzteste basieren auf dem Nachweis 
von HIV-spezifischen Antikörpern, da diese innerhalb des ersten Jahres einer HIV-
Infektion im Titer ansteigen und ihre Avidität zunimmt [101, 154, 155]. Der BED-
ELISA verwendet zur Unterscheidung den Titer an spezifischen Antikörpern [111] 
und die Aviditäts-Methode die Antikörper-Avidität [121]. In dieser Arbeit sollten beide 
Methoden studienbegleitend etabliert und miteinander verglichen werden, um die 
Methode zu ermitteln, die zur Durchführung einer Inzidenzstudie am Besten geeignet 
war. 
 
3.1.1 Charakteristika des Referenzprobenpanels 
Zur Validierung serologischer Methoden wurde ein geeignetes Referenzprobenpanel 
(RPP) aus der Probenbank der HIV-Serokonverterstudie des RKIs 
zusammengestellt. Unter den Patienten, bei denen der Zeitpunkt der Serokonversion 
und somit die Dauer der Infektion bis zum Blutentnahmedatum bekannt war, wurden 
die Patienten nach folgenden Kriterien ausgesucht: 
 Zeitabstand zwischen dem letzten schriftlich bestätigten negativen HIV-Test und 
dem ersten schriftlich bestätigten positiven HIV-Test von maximal drei Monaten 
(dokumentierte Serokonverter; n = 9) oder Vorliegen eines ersten reaktiven 
Testes (akute Serokonverter mit bestätigt positiver Verlaufsprobe; n = 72) 
 Therapie-naiv zum Zeitpunkt der Probennahme 
 Keine AIDS-definierenden Symptome zum Zeitpunkt der Probennahme 
 HIV-1 Subtyp B Infektion (pol-Subtyp) 
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Insgesamt umfasste das RPP 148 Plasmaproben von 81 Patienten mit ein bis vier 
Verlaufsproben pro Patient. Als Zeitpunkt der Infektion zur Berechnung der Dauer 
der Infektion wurde entweder das Blutentnahmedatum des ersten reaktiven Testes 
genommen oder das arithmetische Mittel zwischen dem letzten negativen und dem 
ersten positiven Testdatum (Blutentnahmedatum). Dieser Zeitpunkt der Infektion 
wurde als die beste Annäherung an den tatsächlichen Infektionszeitpunkt 
angenommen. Insgesamt umfasste das Panel null bis 220 Wochen Dauer der 
Infektion. 73 Proben wurden innerhalb der ersten sechs Monate der Infektion 
entnommen und 75 Proben nach sechs Monaten. Von 63 Patienten waren 
Labordaten zur CD4+-Zellzahl und zur Viruslast vorhanden. 
Als inzidente Kontrolle wurde eine Plasmaprobe ausgewählt, die 12 Wochen nach 
Infektionszeitpunkt abgenommen wurde. Dieses Plasma stammte von einem 
Plasmaspender (UB-Plasma), von dem genügend Material vorhanden war, so dass 
es als interne Kontrolle in allen Testläufen verwendet werden konnte. Als prävalente 
Kontrolle wurde eine Verlaufsprobe eines Patienten ausgewählt, der schon mehrere 
Jahre HIV-1 positiv und therapie-naiv war (190 Wochen Infektionsdauer). Zusätzlich 
wurde das kommerzielle Probenpanel BBI PRB 601 verwendet. Dieses Panel 
besteht aus 15 Seren und wurde speziell zur Etablierung und Vergleichbarkeit von 
HIV-Inzidenz-Testen von BBI zusammengestellt. 
 
3.1.2 Sensitivität und Spezifität des BED-ELISA 
Der einzige, direkt für HIV-Inzidenz-Teste entwickelte ELISA ist der kommerzielle 
BED-ELISA von Calypte Biomedical. Aufgrund eines guten Preis-Leistungs 
Verhältnisses und einer einfachen Handhabung wurde dieser Test ausgewählt und 
anhand des RPP die Sensitivität und Spezifität des Testes überprüft. Für das 
inzidente Kontrollplasma wurde im Mittel über alle Läufe eine ODn von 0,04 (± 0,01) 
gemessen. Für das prävalente Kontrollplasma ergaben sich im Mittel eine ODn von 
2,35 (± 0,45). Anhand der Messwerte des RPP im BED-ELISA wurden die Cut-Off-
Werte definiert. Die optimale Sensitivität war 80% (KI[95%]: 68-89) bei einer 
Spezifität von 86% (KI[95%]: 76-92). 
Diese Werte wurden bei einer ODn von 0,8 und einer Dauer der Infektion von 20 
Wochen erreicht. Bei diesen Cut-Offs lagen 65 Proben des RPP unterhalb einer 
Infektionsdauer von 20 Wochen (inzident), während 83 Proben über 20 Wochen 
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Abb. 7: Reaktivität (ODn) im BED-ELISA in Abhängigkeit der Infektionsdauer 
MW der Doppelbestimmung der 148 Proben des RPP, die gestrichelten Linien zeigen die Cut-Off-
Werte für die optimale Sensitivität und Spezifität an (ODn = 0,8; Dauer der Infektion = 20 Wochen). 
Von den 65 wahr-inzidenten Proben des RPP wurden 52 richtig-inzident und 13 
falsch-prävalent gemessen (Abb. 7 und Abb. 8). Von den 83 wahr-prävalenten 
Proben wurden 12 falsch-inzident gemessen. Insgesamt wurden 25 Proben (16,8%) 
falsch bestimmt. Der positiv prädiktive Wert für den BED-ELISA lag bei 81% und der 
negativ prädiktive Wert bei 85%. Diese Werte sind für eine individuelle Diagnostik zu 
niedrig, aber für eine epidemiologische Populationsstudie ausreichend. 
Die Messungen des BBI-Probenpanels zeigten, dass die Literaturdaten sehr gut 
reproduziert werden konnten (Tab. 3). Die größte Abweichung zwischen den 
Literaturwerten und den Messwerten trat hierbei bei der Probe BBI PRB 14 auf 
(0,651 Abweichung)[156]. 
Diese Abweichung wurde durch mehrere Messungen in verschiedenen Läufen 
überprüft und wurde immer bestätigt. Insgesamt kam es aber nur zu einer mittleren 




Abb. 8: Differenzierung inzidenter und prävalenter Infektionen anhand des BED-ELISA 
Boxplots: Die Boxen zeigen die 25 bis 75% Quartile und der Balken in den Boxen den Median der 
inzidenten bzw. prävalenten Infektionen, die minimalen und maximalen Werte sind durch die Linien an 
den Boxen dargestellt. Die gestrichelte Linie repräsentiert den Cut-Off von 0,8 ODn. Inzidente 
Infektionen ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, prävalente Infektionen > 20 Wochen Dauer der 
Infektion. 
 
Tab. 3: Das Probenpanel BBI PrB 601 und die Messwerte im BED-ELISA im Vergleich 
 BBI / BED RKI / BED  
 ODn Wert Definition laut BBI ODn Wert Abweichung 
PrB 01 0,364 Inzident 0,246 0,118 
PrB 02 0,132 Inzident 0,066 0,066 
PrB 03 1,091 Prävalent 1,091 0 
PrB 04 1,412 Prävalent 1,397 0,015 
PrB 05 0,332 Inzident 0,275 0,057 
PrB. 06 1,171 Prävalent 1,168 0,003 
PrB. 07 0,239 Inzident 0,167 0,072 
PrB. 08 2,994 Prävalent 3,10 0,109 
PrB. 09 0,436 Inzident 0,395 0,041 
PrB. 10 3,078 Prävalent 3,07 0,007 
PrB. 11 1,213 Prävalent 1,237 0,024 
PrB. 12 0,345 Inzident 0,264 0,081 
PrB. 13 3,034 Prävalent 3,05 0,014 
PrB. 14 0,743 Inzident 0,092 0,651 
PrB. 15 1,683 Prävalent 1,487 0,196 
MW    0,097 








3.1.3 Sensitivität und Spezifität der Aviditäts-Methode 
Eine andere Methode zur Unterscheidung frischer von chronischen Infektionen ist die 
Bestimmung des Aviditäts-Indexes (AI) nach der Methode von Suligoi et al. (2002),  
welche mittels einer Modifikation eines HIV-ELISA der dritten Generation 
-  AxSYM HIV-1/2 gO - eine Unterscheidung zwischen inzidenten und prävalenten 
HIV-Infektionen zeigen konnten [121]. 
Ein Halbautomat, der IMx-Automat, ein Vorgänger des AxSYM-Automaten, war im 
RKI Labor vorhanden. Mit diesem wurden die ersten Versuche durchgeführt. Der 
HIV-1/HIV-2 III Plus Test ist für die HIV-Diagnostik zugelassen; die Ausführung zur 
AI-Bestimmung stellt jedoch eine Abweichung vom validierten und zugelassenen 
Standardprotokoll dar. Es wurde in Vorversuchen untersucht, ob es möglich ist, die 
Aviditäts-Methode für zwei im Labor verwendete HIV-ELISA zu adaptieren (MUREX 
HIV-1.2.O von Abbott/Murex; Genscreen HIV1/2 von Biorad). Zudem wurden 
verschiedene chaotrope Agenzien ausgetestet [157]. 
Hier konnte gezeigt werden, dass Harnstoff in hohen Konzentrationen eingesetzt 
werden musste, um mit Gu-HCl vergleichbare AIs zu erreichen. Außerdem zeigten 
die Vorversuche, welche an einem weiteren, kleineren Probenpanel durchgeführt 
wurden, das die Sensitivität und die Spezifität der modifizierten ELISA Genscreen 
und Murex mit 40% bis 70% nicht ausreichend waren [157], so dass die besten 
Ergebnisse im IMx mit Guandidinium-Hydrochlorid erzielt wurden. 
Der IMx-Automat war jedoch im Probendurchsatz pro Lauf limitiert. Daher wurde die 
Aviditäts-Methode im Rahmen der Promotion im AxSYM-Automaten mit dem AxSYM 
HIV-1/2 gO Test in Kooperation im Medizinischen Labor Dr. Berg (Berlin) 
durchgeführt. Von fünf Proben konnte der AI nicht berechnet werden (alle mit null bis 
zwei Wochen Infektionsdauer), da sie durch Verdünnung in Gu-HCl einen Grenzwert 
(S/CO = sample/Cut-off) unter 1 im AxSYM HIV-1/2 gO Test erreichten und damit als 
negativ bewertet wurden. Zur Berechnung der Sensitivität und der Spezifität wurden 
diese Proben als richtig-inzident gemessen bewertet. Das UB-Plasma als inzidente 
Kontrolle lag im Mittel über alle Läufe bei einen AI von 0,24 (± 0,04) und die 
prävalente Kontrolle immer im Mittel bei einem AI von 0,99 (± 0,05). Die besten 
Werte für die Sensitivität und Spezifität für den AI wurden bei Cut-Off-Werte von 20 
Wochen Dauer der Infektion und einen AI von 0,8 ermittelt (Abb. 9). Dies führte 
genau wie beim BED-ELISA zu einer Einteilung des RPP von 65 wahr-inzidenten 
Proben (≤ 20 Wochen Dauer der Infektion) und 83 wahr-prävalenten Proben (> 20 
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Abb. 9: Der Aviditäts-Index in Abhängigkeit der Infektionsdauer 
MW der Doppelbestimmungen von 143 Proben des RPP, die gestrichelte Linien zeigen die Cut-Off 
Werte für die beste Sensitivität und Spezifität an (AI = 0,8, Dauer der Infektion = 20 Wochen). 
5 inzidente Proben sind nicht gezeigt, da ihre Reaktivität im Gu-HCl Aliquot negativ war und ihr AI 
nicht berechnet werden konnte. 
Mit den Cut-Off-Werten (OD = 0,8 und 20 Wochen) erreichte dieser Test eine 
Sensitivität von 74% (KI[95%]: 62-84) und eine Spezifität von 82% (KI[95%]: 72-89). 
Hier lag der prädiktive Wert bei 76% (positiv) und 80% (negativ). Auch diese Werte 
genügen für eine epidemiologische Studie. Es wurden insgesamt 32 Proben (21,6%) 
falsch bestimmt (17 falsch-prävalent; 15 falsch-inzident; Abb. 9 und Abb. 10). 
 
Abb. 10: Differenzierung inzidenter und prävalenter Infektionen anhand des Aviditäts-Indexes 
Boxplots: Die Boxen zeigen die 25 bis 75% Quartile und der Balken in den Boxen den Median der 
inzidenten bzw. prävalenten Infektionen, die minimalen und maximalen Werte sind durch die Linien an 
den Boxen dargestellt. Die gestrichelte Linie repräsentiert den Cut-Off von 0,8 AI. Inzidente 
Infektionen ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, prävalente Infektionen > 20 Wochen Dauer der 
Infektion. 5 inzidente Proben sind nicht gezeigt, da ihre Reaktivität im Gu-HCl Aliquot negativ war und 
ihr AI nicht berechnet werden konnte. 
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3.1.4 Vergleich der Sensitivität und Spezifität im BED-ELISA und 
Aviditäts-Index 
Vergleicht man Sensitivität und Spezifität beider Teste miteinander, schneidet keiner 
der beiden Teste signifikant besser ab als der andere (Sensitivität p = 0,53; Spezifität 
p = 0,67; Tab. 4). 
Tab. 4: Vergleich der Sensitivität und Spezifität des BED-ELISA und der Aviditäts-Methode 
 BED-ELISA 1 Aviditäts-Index 1  
 n = 1481 KI[95%] n = 1481 KI[95%] p 
Sensitivität 80% (68-89) 74% (62-84) 0,53 
Spezifität 86% (76-92) 82% (72-89) 0,67 
1
 RPP; Cut-Off für die Dauer der Infektion 20 Wochen; 0,8 ODn für den BED und 0,8 AI für die Avidität 
 
Insgesamt wurden mit der Aviditäts-Methode jedoch weitere sieben Proben falsch 
bestimmt im Vergleich zum BED-ELISA (32 zu 25). 
Von den 65 Proben ≤ 20 Wochen des RPP wurden 45 von beiden Methoden als 
richtig-inzident erkannt und 10 von beiden als falsch-prävalent bestimmt (Tab. 5; 
Abb 11). Drei Proben wurden hier nur vom BED-ELISA als falsch-prävalent 
gemessen und sieben durch die Aviditäts-Methode. 
Von den 83 Proben > 20 Wochen wurden 62 Proben von beiden Methoden richtig-
prävalent und sechs von beiden als falsch-inzident gemessen. Hier wurden sechs 
Proben nur vom BED-ELISA als falsch-inzident gemessen und neun durch die 
Aviditäts-Methode (Tab. 5; Abb 11). 
Tab. 5: Übersicht über die Anzahl der inzident bestimmten Proben des RPP mit dem BED-
ELISA und der Aviditäts-Methode 
Anzahl der inzident bestimmten Proben durch: 
Gruppen Anzahl der Proben BED-ELISA Aviditäts-Index Beide Methoden 
≤ 20 Wochen (inzident) 65 52 48 45 
> 20 Wochen (prävalent) 83 12 15 6 
 
 
Abb 11: Grafische Übersicht über die Verteilung der inzidenten und prävalenten Proben-
Ergebnisse in den verschiedenen Inzidenz-Methoden 
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Diese Ergebnisse unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant zu den jeweiligen 
Ergebnissen aus der Literatur von Suligoi et al. (2002) und Parekh et al. (2002) 
(Parekh p = 0,9 Sensitivität und p = 0,47 Spezifität; Suligoi p = 0,18 Sensitivität und 
p = 0,47 Spezifität;Tab. 6 und Tab. 7, [111] [121]). 
Tab. 6: Vergleich der BED-ELISA Ergebnisse mit Literaturdaten 
 RKI RPP 1 Parekh et al. 2  
 n = 148 KI[95%] n = 622 KI[95%] p 
Sensitivität 80% [74%] (68-89) [62-83] 82% (77-86) 0,90 [0,17] 
Spezifität 86% [86%] (76-92) [75-92] 89% (85-92) 0,47 [0,50] 
1Dauer der Infektion 20 Wochen; 2 Dauer der Infektion 155 Tage (≈ 22 Wochen) 
In [ ] stehen die Werte für das RPP mit den Cut-Off-Werte von Parekh et al. (2002) berechnet (0,8 ODn und 
22 Wochen Dauer der Infektion) 
 
Tab. 7: Vergleich der AI Ergebnisse mit Literaturdaten 
 RKI RPP 1 Suligoi et al. 2  
 n = 148 (95%KI) n = 216 (95%KI) p 
Sensitivität 74% [68%] (62-84) [56-79] 88% (71-96) 0,18 [0,06] 
Spezifität 82% [83%] (72-89) [72-90] 86% (80-91) 0,47 [0,58] 
1
Dauer der Infektion 20 Wochen; 
2
 Dauer der Infektion 6 Monate (≈ 24 Wochen) 
In [ ] stehen die Werte für das RPP mit den Cut-Off-Werte von Suligoi et al. (2002) berechnet (0,8 AI und 24 Wochen 
Dauer der Infektion) 
 
Wenn man für die Bewertung des RPP die publizierten Cut-Off-Werte für die Dauer 
der Infektion von Parekh (155 Tage ≈ 22 Wochen) und Suligoi (sechs Monate ≈ 24 
Wochen) einsetzt, wird eine geringere Sensitivität und die Spezifität erreicht, 
allerdings ist der Unterschied zu den publizierten Daten wieder nicht signifikant  
(Tab. 6 und Tab. 7). Beide Teste sind nach diesen Resultaten für individuelle 
Diagnostik nicht geeignet, aber für eine epidemiologische Studie ausreichend. 
 
3.1.5 Sensitivität und Spezifität des IDE-V3-ELISA 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch der von Barin et al. (2005) beschriebene IDE-
V3-ELISA als weitere Methode zur Inzidenz Bestimmung mit dem RPP getestet 
[114]. Im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Francis Barin wurden jeweils Plasma 
und zwei Filter mit getropften Plasma pro Probe der 148 Proben des RPP zur 
Untersuchung an das französische HIV-Referenz-Labor (Tours, Frankreich) 
geschickt, und dort im IDE-V3-ELISA gemessen. Mit dem dort etablierten Cut-Off von 
24 Wochen (sechs Monaten) und einer Wahrscheinlichkeit für eine inzidente 
Infektion (W) von 0,5 wurde eine niedrige Sensitivität von 36% bei einer hohen 
Spezifität von 99% erreicht. Es wurde insgesamt zwar nur eine Probe des RPP als 
falsch-inzident gemessen, aber auch nur 26 von 73 wahr-inzidenten Proben (also 





Abb. 12: Inzidenz im IDE-V3-ELISA in Abhängigkeit der Infektionsdauer 
Die schwarze gestrichelte senkrechte Linie: Cut-Off für die Dauer der Infektion bei 24 Wochen; 
Horizontale rote gestrichelte Linie: Cut-Off für inzident bei W = 0,5 wie von Barin et al. (2005) 
publiziert; Horizontale blaue gestrichelte Linie bei W = 0,8; Horizontale grüne gestrichelte Linie bei 
W = 0,9. 
Die optimale Sensitivität und Spezifität bei 24 Wochen Dauer der Infektion mit den 
Messdaten des RPP erreichte man mit einen Cut-Off von W = 0,9 mit 73% 
Sensitivität und 88% Spezifität. Den größten Effekt für die Erhöhung der Sensitivität 
(56%) bei gleichzeitig immer noch hoher Spezifität (96%) erzielte man mit einem Cut-
Off von W = 0,8. Die Unterschiede zu 20 Wochen Dauer der Infektion als Cut-Off 
waren nicht signifikant (Tab. 8). 
Tab. 8: Sensitivität und Spezifität des RPP bei verschiedenen Cut-Off-Werte im IDE-V3 
 20 Wochen Dauer der Infektion 24 Wochen Dauer der Infektion 
Cut-Off IDE-V3 Sensitivität Spezifität Sensitivität Spezifität 
W = 0,5# 40% 99% 36% 99% 
W = 0,8# 62% 96% 56% 96% 
W = 0,9# 75% 84% 73% 84% 
# W = Wahrscheinlichkeit für inzident; p-Werte nicht angegeben (alle > 0,1) 
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3.2 Charakterisierung der falsch-klassifizierten 
Proben 
Wie schon in der Literatur für den BED-ELISA und der Aviditäts-Methode 
beschrieben, zeigte auch die Validierung der beiden Inzidenz-Teste anhand des 
RPP, dass ein Teil der Proben falsch klassifiziert wurden. Es sollte überprüft werden, 
ob diese falsch-reaktiven Proben eine Gemeinsamkeit aufwiesen oder ob es andere 
Parameter gab, anhand derer eine frische Infektion von einer chronischen Infektion 
unterschieden werden konnte. In weitergehenden Untersuchungen wurden die 
Proben des RPP im Hinblick auf verschiedene Wirts- und virologische Determinanten 
untersucht, die für eine unterschiedliche Antikörperantwort verantwortlich sein 
könnten. Für viele Untersuchungen wurde ein Probenpanel aus 28 Proben 
stellvertretend für die vier Reaktionskategorien zusammengestellt, da das 
Probenmaterial limitiert war. Hierbei handelt es sich um eine Auswahl von jeweils 
sieben richtig-inzident bestimmten Proben (RI1 bis RI7), sieben richtig-prävalent 
bestimmten Proben (RP1 bis RP7) und jeweils sieben im BED und mit der AI 
Methode falsch-inzident (FI1 bis FI7) sowie falsch-prävalent bestimmte Proben (FP1 
bis FP7). Bei den FI klassifizierten Proben stimmten nur sechs Proben in beiden 
Testen überein, daher ist die Probe FI7 richtig-prävalent im AI gemessen worden 
(Tab. 9). 
Tab. 9: 28er Probenpanel: Ergebnisse im BED-ELISA und AI-Methode 
Dauer 
der Inf. 
Probe [Wochen] [ODn] [AI] Dauer 
der Inf. 
Probe [Wochen] [ODn] [AI] 
RI 1 4 0,04 0,24 RP 1 28 1,73 1,01 
RI 2 8 0,16 0,60 RP 2 31 1,33 0,86 
RI 3 9 0,05 0,43 RP 3 35 1,21 0,87 
RI 4 13 0,45 0,67 RP 4 48 2,71 0,94 
RI 5 13 0,70 0,71 RP 5 54 2,43 0,95 
RI 6 14 0,41 0,65 RP 6 54 2,07 0,94 
RI ≤ 
20 W 
RI 7 17 0,09 0,52 
RP >
20 W 
RP 7 93 1,73 0,95 
FP 1 4 1,23 0,93 FI 1 27 0,77 0,56 
FP 2 7 0,89 0,95 FI 2 29 0,45 0,77 
FP 3 8 1,05 0,86 FI 3 35 0,19 0,66 
FP 4 9 1,19 0,97 FI 4 43 0,27 0,51 
FP 5 12 2,55 0,86 FI 5 52 0,49 0,50 
FP 6 13 0,86 0,90 FI 6 61 0,11 0,60 
FP ≤ 
20 W 
FP 7 16 0,81 0,95 
FI >
20 W 
FI 7 94 0,68 0,89 1 
1
 = richtig-prävalent klassifiziert worden durch Aviditäts Methode; 
RI (gelb) = richtig-inzident; FP (blau) = falsch-prävalent; RP (orange) = richtig-prävalent; FI (pink) = falsch-inzident 
 
 
Bei der Auswahl der jeweiligen richtig-bestimmten Proben wurde darauf geachtet, 
dass eine ähnliche Infektionsdauer, nachdem die Proben gewonnen wurden, im 
Vergleich zu den falsch-bestimmten vorlag (Tab. 9). 
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Diese 28 Proben wurden in allen Methoden untersucht.Teilweise wurde die Hälfte  
(n = 74) oder das gesamte RPP (n = 148) untersucht. Für die Darstellung dieser 
Ergebnisse wurde dieselbe Einteilung und Farbcodierung wie für die 28 Proben  
(Tab. 9) übernommen. 
 
3.2.1 Wirtsdeterminanten 
Als Wirtsdeterminanten werden Faktoren bezeichnet, die durch das Individuum 
genetisch determiniert sind, wie zum Beispiel das Immunsystem. So ist beschrieben, 
dass der Titer an neutralisierenden Antikörpern (NT-AK), mit denen das 
Immunsystem in der Lage ist, HIV zu eliminieren, individuell verschieden hoch sein 
kann [158]. Auch der Gesamtgehalt an IgG-Antikörpern oder die IgG-Subklassen 
Verteilung sind individuellen Schwankungen unterworfen. Da alle etablierten 
Inzidenz-ELISA aufgrund der Antikörperantwort zwischen inzident und prävalent 
unterschieden, wurden der IgG-Gehalt und NT-Titer in der Hälfte der Proben des 
RPP bestimmt (n = 74). 
 
3.2.1.1 Höhe der neutralisierenden Antikörpertiter 
Es könnte sein, dass Patienten mit einem besonders hohen Titer an NT-AK 
besonders schnell und effizient HIV eliminieren können, so dass vergleichsweise nur 
ein insgesamt niedriger Antikörper-Spiegel erreicht wird, bzw. die Avidität der 
Antikörper nur langsam reift, da weniger Antigen vorhanden ist. 
Eine andere Theorie wäre, dass Patienten mit einem besonders hohen Titer an NT-
AK auch eine allgemein bessere Antikörper-Antwort gegen HIV aufweisen und so im 
frühen Verlauf der Infektion einen höheren Titer an IgG-Antikörpern oder Antikörper 
mit einer höheren Avidität bilden. 
Um mögliche Zusammenhänge aufzudecken, wurde der Titer an NT-AK gemessen. 
Es ergaben sich keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Titer an 




Abb. 13: Untersuchungen zur Abhängigkeit des neutralisierenden Antikörpertiters von der 
Infektionsdauer 
Gemessen wurden 74 Proben des Referenzprobenpanels; Vierecke ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent; Dreiecke > 20 Wochen Dauer der Infektion, 
RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = falsch-inzident (für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 
9). Dargestellt für den Titer an NT-Ak ist der reziproke Wert der Verdünnung, bei der ein 50%tige 
Neutralisation auftrat. 
 
Obwohl der NT-Titer im Verlauf der Infektion anstieg, zeigte sich weder ein 
Zusammenhang zwischen dem Ergebnis des BED-ELISA und dem Titer an NT-AK 



























































Abb. 14: Abhängigkeit des neutralisierenden Antikörpertiters von der ODn des BED-ELISA und 
dem Aviditäts-Index 
Gemessen wurden 74 Proben des Referenzpanels im BED-ELISA (a) und Aviditäts-Index (b); 
Vierecke ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent; 
Dreiecke > 20 Wochen Dauer der Infektion, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = falsch-inzident 
(für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). Dargestellt für den Titer an NT-Ak ist der reziproke 
Wert der Verdünnung der Proben, bei der eine 50%tige Neutralisation auftrat. 
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3.2.1.2 Untersuchungen des IgG-Gehaltes 
Im BED-ELISA werden spezifische Anti-HIV-1 gp41 IgG-Antikörper in Normierung auf 
den Gesamt-IgG-Gehalt bestimmt. Es ist in der Literatur beschrieben, dass bei einer 
HIV-Infektion eine Hypergammaglobulinämie auftreten kann [159]. 
Dies könnte zu falschen Ergebnissen in der Standard HIV-Serologie als auch im 
BED-ELISA führen. Daher wurde in 74 Proben des RPP der IgG-Gehalt bestimmt, 
um zu überprüfen, ob bei den durch den BED-ELISA falsch klassifizierten Proben 
Auffälligkeiten im IgG-Gehalt zu beobachten waren. Insgesamt lagen die 
gemessenen Werte für den IgG-Gehalt zwischen 892mg/dl und 2653mg/dl 
(MW 1414mg/dl; STABW 357mg/dl). Der Normalwert für Erwachsene liegt zwischen 
700 und 1600mg/dl [160]. Der erhöhte IgG-Gehalt ist erklärbar, da es sich um 
unbehandelte HIV-infizierte Patienten handelte, bei denen ein erhöhter IgG-Gehalt 
aufgrund des chronisch aktivierten Immunsystems beschrieben ist [60]. Es konnte 
kein Zusammenhang zwischen dem IgG-Gehalt und der Dauer der Infektion  




Abb. 15: Untersuchungen zur Abhängigkeit des IgG-Gehalt von der Infektionsdauer 
Gemessen wurden 74 Proben des Referenzprobenpanels; Vierecke ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent; Dreiecke > 20 Wochen Dauer der Infektion, 






Abb. 16: Untersuchungen zur Abhängigkeit des IgG-Gehalt von der ODn des BED-ELISA und 
von dem Aviditäts-Index 
Gemessen wurden 74 Proben des Referenzpanels im BED-ELISA (a) und Aviditäts-Index (b); 
Vierecke ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion, RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent; 
Dreiecke > 20 Wochen Dauer der Infektion, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = falsch-inzident 
(für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). 
 
Es ergab sich keinerlei Hinweis, dass der IgG-Gehalt ein Parameter ist, aufgrund 
dessen eine bessere Diagnostik inzidenter Infektionen erfolgen könnte oder der die 
unterschiedliche Antikörperantwort der falsch klassifizierten Proben erklären könnte. 
 
3.2.1.3 Untersuchungen der IgG-Subklassen 
Wenn man den IgG-Gehalt untersucht, erfasst man die IgG-Antikörper aller vier 
Subklassen (IgG1 bis IgG4). Es ist beschrieben, dass es im Verlauf einer viralen 
Infektion zu einem IgG-Subklassen Wechsel von IgG1 zu IgG3 innerhalb der ersten 
vier bis zwölf Wochen der Infektion kommt [161]. Daher könnte der Gehalt an IgG-
Subklassen einen guten Marker für eine verbesserte Erkennung inzidenter 
Infektionen darstellen. Es wurde der Gehalt aller vier IgG-Subklassen in dem 
Referenzset von 28 Proben gemessen. 
Alle Werte lagen innerhalb der Normwerte für Erwachsene, wenn auch die 
Mittelwerte der 28 Proben für IgG1 mit 9,3g/l (Normbereich für IgG1 bei 
Erwachsenen 4,9 bis 11,4g/l) und für IgG3 mit 1,1g/l (Normbereich für IgG3 0,2 bis 
1,1g/l) im oberen Bereich lagen [162]. Es ergab sich für die Subklassen IgG1, IgG2 
und IgG4 keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Kategorien RI, FP, RP 
und FI (siehe Abb. 17, für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). Es fiel auf, 
dass richtig-inzident bestimmte Proben einen deutlich niedrigeren IgG1 Gehalt 
hatten, als die richtig-prävalenten, während die richtig-inzident bestimmten Proben im 
Gegensatz zu den richtig-prävalent bestimmten Proben einen höheren IgG2 Gehalt 
aufweisen. In beiden Subklassen ist der Mittelwert der falsch-prävalent bestimmten 
Proben immer dem Mittelwert der richtig-inzident bestimmten Proben ähnlich. 
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Betrachtet man die Ergebnisse für den IgG3-Gehalt bei den wahr-prävalenten 
Proben (Abb. 17 und Abb. 18), so ist hier ein signifikanter Unterschied zwischen dem 
Mittelwert der sieben richtig-prävalent gemessenen (1,61g/l ± 0,61g/l) und dem 
Mittelwert der sieben falsch-inzident (0,78g/l ± 0,32g/l) gemessenen Proben zu sehen 
(p = 0,0078). Das heißt, die falsch-inzident gemessenen Proben zeichnen sich durch 
einen atypisch niedrigen IgG3-Spiegel aus. 
 
 
Abb. 17: IgG-Subklassen Verteilung 
28 Proben des RPP, die Balken stellen die MW und STABW von sieben Proben in der jeweiligen 
Kategorie dar. RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-
prävalent, FI (pink) = falsch-inzident (für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). 
 
 
Abb. 18: Einzelbestimmung des IgG3-Gehaltes des 28 Probenpanels 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = 
falsch-inzident (für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). 
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Auch nach Bestimmung des IgG3-Gehaltes in allen 148 Proben des RPP blieb der 
signifikante Unterschied zwischen den prävalent gemessenen und den falsch-
inzidenten bestimmten Proben bestehen, wenn auch weniger ausgeprägt (p = 0,019, 
Abb. 19). Es konnte also ein Unterschied in der Verteilung der IgG-Subklassen für 
die IgG3 Antikörper festgestellt werden: die 71 im BED-ELISA richtig-prävalent 
bestimmten Proben des RPP hatten statistisch signifikant einen höheren IgG3-Gehalt 
als die 12 durch den BED-ELISA falsch-inzident bestimmten Proben, obwohl diese 
nach über 20 Wochen Infektionsdauer entnommen worden waren. 
 
 
Abb. 19: IgG3-Gehalt der Proben des RPP und BED-ELISA Reaktivität 
Die Einteilung in die vier Gruppen erfolgte nach den BED-ELISA Resultaten. Die Balken stellen den 
MW und STABW der jeweiligen Kategorie dar. RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, 
RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = falsch-inzident (für die Einteilung der Kategorien siehe  
Tab. 9). 
 
3.2.1.4 Reaktivität der HIV-spezifischen Antikörper im Western Blot 
in Gegenwart von Gu-HCl 
Um der Frage nachzugehen, ob es weitere virale Antigene gibt, gegen die sich die 
Antikörperantwort im Verlauf der frühen HIV-Infektion so ändert, dass sie zur 
Inzidenz-Testung eingesetzt werden könnten, wurde die Reaktivität der 28 Proben im 
Western Blot (WB) untersucht. 
Für andere Infektionen wurde mehrfach gezeigt, dass ein chaotropes Agenz auch im 
WB einen destabilisierenden Einfluss auf die Bindung wenig avider Antikörper hat 
und man sich dies zur Erkennung frischer Infektionen zu Nutze machen kann [122-
124, 126, 163]. Deshalb wurden die Signalstärken im WB (HIV Blot 2.2) untersucht 
und ein AI daraus ermittelt. 
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Jede Probe wurde in einer 1:10 Verdünnung in PBS und in einer 1:10 Verdünnung 
mit Gu-HCl (ein molar) untersucht. Aus den Bandenintensitäten auf beiden Streifen 
wurde der WB-AI berechnet (2.3.8). 
Alle Proben hatten Antikörper gegen die Hüllproteine gp160/gp120. Ansonsten 
konnten von insgesamt 26 Proben Antikörper gegen p24 nachgewiesen werden, 
während Antikörper gegen p55 oder gegen p39 nur in zwei bzw. eine Probe 
nachzuweisen waren. 
 
Tab. 10: Antikörperreaktivität gegen verschiedene Antigene des 28er Probenpanels im WB 
 gp160/120 p66 p55 p51 gp41 p39 p31 p24 P17 
RI1 (n = 7) 7 4 1 2 3 1 2 7 4 
FP2 (n  =  7) 7 6 - 4 4 - 6 7 4 
RP3 (n  =  7) 7 5 1 4 4 - 6 7 2 
FP4 (n  =  7) 7 5 - 5 4 - 7 5 4 
1 RI = richtig-inzident, 2 FP = falsch-prävalent, 3 RP = richtig-prävalent, 4 FP = falsch-prävalent 
 
Eine p51 Bande und p31 Bande zeigten unter den sieben im BED-ELISA richtig-
inzident bestimmten Proben (RI) nur eine bzw. zwei Proben, während bei den 
anderen drei Gruppen (FP; RP; FI) vier bis sieben Proben Antikörper gegen diese 
Proteine nachweisbar waren. 20/28 Proben wiesen Antikörper gegen p66 auf, 15/28 
gegen gp41 und 14/28 gegen p17 Banden (Tab. 10). Für gp160/120 und p24 
ergaben sich in der WB-AI Auswertung keine signifikanten Unterschiede innerhalb 
der vier verschiedenen Gruppen, da die Standardabweichungen zu groß waren  
(Abb. 20). Es zeigte sich aber, dass für die Gruppe RI für gp160/120 der Einfluss des 
Gu-HCl am größten war. Dies zeigte sich vor allem in dem Mittelwert des WB-AI von 
knapp 0,5, während die anderen drei Gruppen FP, RP und FI einen WB-AI-Mittelwert 
über 0,8 aufwiesen. 
 
 
Abb. 20: Western-Blot Aviditäts-Index des 28er Probenpanels 
(A) gp160/120 (B) p24, jeweils MW und STABW dargestellt. Bestimmung des WB-AI siehe 2.3.8. 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = 
falsch-inzident (für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). 
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Der WB-AI konnte für p24 nur von 25 Proben berechnet werden, da eine FP-Probe in 
der Anwesenheit von Gu-HCl negativ wurde (Abb. 20). Alle Mittelwerte des WB-AI 
lagen für p24 sehr eng beieinander und es ließen sich keine Unterschiede zwischen 
richtig-inzidenten und richtig-prävalenten Proben feststellen. 
 
3.2.1.5 Das HIV-1 gp41 im Peptid-ELISA 
Sowohl im AxSYM HIV-1/2 gO als auch im BED-ELISA werden Antikörper gegen das 
HIV-Hüllprotein env gp-41 nachgewiesen. Im BED-ELISA werden ausschließlich 
spezifisch gegen die immundominante Region des HIV-1 gp41 gerichtete Antikörper 
zur Unterscheidung zwischen inzidenten und prävalenten Proben gemessen. Es 
wurde daher ein Peptid-ELISA mit 15 Aminosäure langen, überlappenden Peptiden 
des HIV-1 gp41 durchgeführt, um Antikörperreaktivitäten detektieren zu können, mit 
denen die unterschiedlichen Reaktionskategorien RI, FP, RP und FI im BED-ELISA 
korrelieren (für die Einteilung der Kategorien siehe Tab. 9). Getestet wurde wiederum 
das Referenzset der 28 Proben aus den vier Reaktionskategorien RI, FP, RP und FI. 
Es wurden zunächst Pools von fünf bzw. zehn Peptiden der 85 Peptide des gp41 
gebildet (2.3.7, Tab. 1). 
Der Pool 3 enthielt die immundominante Domäne, die auch das BED-ELISA-Antigen 
enthält. Im Pool fünf waren Peptide mit der Epitopen der neutralisierenden Antikörper 
4F10 und 2F5. 
 
 
Abb. 21: Antikörperreaktivität gegen env gp41 Peptide 
ODn* des 28 Probenpanels im Peptid-ELISA des HIV-1 gp41, jeweils MW und STABW von sieben 
Proben pro Gruppe dargestellt. Berechnung der ODn* siehe 2.3.7. RI (gelb) = richtig-inzident, FP 
(blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = falsch-inzident (für die Einteilung 
der Kategorien siehe Tab. 9). 
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Die Transmembranregion war auf Peptiden des Pools fünf und sechs und ab Pool 
sechs sind Peptide des zytoplasmatischen bzw. intraviralen Bereichs von gp41 
enthalten. Da Pool drei die immundominante Region enthält, deren AS-Sequenz dem 
Antigen des BED-ELISA entspricht, war zu erwarten, dass die Antikörperantworten 
gegen Pool drei den Ergebnissen im BED-ELISA entsprechen. Es wurde eine starke 
Antikörperantwort in den sieben prävalenten Proben (orange) und den sieben falsch-
prävalenten Proben (blau) gemessen, die auch im BED-ELISA stark reagierten 
(Abb. 21). 
Die Antikörperantwort gegen die anderen Peptid-Pools war nicht ausgeprägt mit 
einer mittleren ODn* von < 0,1. Vor allem bei den im BED-ELISA richtig-inzident 
bestimmten Proben RI war die Antikörperreaktivität gegen die NKS-Kontrolle oft 
höher als gegen die einzelnen Peptid-Pools. Daraus resultierten die negativen ODn*-
Werte (Abb. 21). Eine erhöhte Antikörperreaktivität wurde gegen die Peptide der 
Pools eins und neun beobachtet. Es wurde aufgrund der geringen Reaktionsstärke 
überprüft, ob die Reaktivität gegen einzelne Peptide durch den Verdünnungseffekt 
beim Herstellen der Pools erniedrigt wurde. Dazu wurden diese drei Pools in die 
jeweils fünf (Pool eins) bzw. zehn (Pool drei; Pool neun) Einzelpeptide aufgetrennt 
und alle 28 Referenzproben gemessen. Die ODn*-Werte der Antikörper gegen die 
Einzelpeptide aus Pool eins und neun waren so gering, dass sie keine Aussagen 
zuließen (Ergebnis nicht gezeigt). 
 
 
Abb. 22: Peptid-ELISA Reaktivität des Referenzsets gegen Pool 3 Peptide 
ODn* der vier Reaktionskategorien des 28 Probenpanels im Peptid-ELISA des HIV-1 gp41 gegen die 
Einzelpeptide des Pool drei; jeweils die MW und die STABW von sieben Proben pro Gruppe 
dargestellt. 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = 
falsch-inzident (Tab. 9). 
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In diesen Bereichen des gp41 lag also keine stärkere Einzelreaktivität gegen ein 
einzelnes Peptid vor, die durch die Verdünnung im Pool reduziert worden wäre. Im 
Pool drei zeigte sich eine deutlich unterschiedlich starke Antwort der verschiedenen 
Gruppen auf die Einzelpeptide (Abb. 22). Nur die falsch-prävalent und richtig-
prävalent bestimmten Proben wiesen Reaktivität gegen die Peptide 20, 22 und 23 
auf. Für alle anderen Peptide blieb die Reaktivität der Proben < 0,2 ODn* (Abb. 22; 
Tab. 11). 
Tab. 11: Aminosäuresequenzen der 10 Einzelpeptide des Pool 3 
Peptide Nr. AS Sequenz des Peptides Reaktivität im Peptid-ELISA 
16 TVWGIKQLQARVLAV < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
17 IKQLQARVLAVERYL < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
18 QARVLAVERYLKDQQ < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
19 LAVERYLKDQQLLGI < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
20 RYLKDQQLLGIWGCS FP und RP > 0,2 ODn* = reaktiv 
21 DQQLLGIWGCSGKLI < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
22 LGIWGCSGKLICTTT FP und RP > 0,2 ODn* = reaktiv 
23 GCSGKLICTTTVPWN FP und RP > 0,2 ODn* = reaktiv 
24 KLICTTTVPWNASWS < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
25 TTTVPWNASWSNKSL < 0,2 ODn* = nicht reaktiv 
In rot markiert die AS-Sequenzen für das Peptid, welches als Antigen im BED-ELISA verwendet wird; 
FP = falsch-prävalent; RP = richtig-prävalent 
 
3.2.2 Virale Determinanten 
Möglicherweise gehen die variablen Antikörperantworten auf Unterschiede in den 
viralen Antigenen zurück. Das HIV-Hüllprotein ist hypervariabel und möglicherweise 
könnten Sequenzvarianten in der immundominanten Region im gp41 die falsch-
inzidenten und falsch-prävalenten Reaktivitäten in den Inzidenz-Testen erklären. 
Deshalb wurde die immundominante Region des gp41 von HIV des 28er 
Probenpanels durch eine Analyse der Aminosäure-Sequenzen genotypisch 
untersucht. Hierzu wurde eine Populationssequenz des env gp41 aus 28 Proben (AS 
565 bis 677) aus RT-PCR-Amplifikaten ermittelt. 
Die Sequenzen zeigten eine für HIV env beschriebene Divergenz von 12-17% [164, 
165] (Abb. 23). In dem Sequenzvergleich der Viren aus Patienten aller vier 
Reaktionskategorien wurde keine Häufung bestimmter Sequenzvarianten in einer der 
vier Reaktionsgruppen beobachtet. 
 
Abb. 23, Sequenzalignment der 28 Populationssequenzen des HIV-1 env gp-41 
Dargestellt sind die AS von aa565 bis aa677 des HIV-1 env. Als Referenzsequenz wurde die NL4-3-
Sequenz (Acc.Nr. AF324493_pNL4-3) verwendet. Die Position des im BED-ELISA als Antigen 
verwendetn Peptids in der immundominanten Domäne und das Epitop für die monoklonalen 
neutralisierenden Antikörper 2F5 und 4E10 sind eingezeichnet (Boxen). 
RI (gelb) = richtig-inzident, FP (blau) = falsch-prävalent, RP (orange) = richtig-prävalent, FI (pink) = 






3.3 Ergebnisse der Berliner HIV-Inzidenz-Pilotstudie 
Das Ziel der Berliner HIV-Inzidenz-Pilotstudie war die Evaluierung serologischer 
Methoden zur HIV-Inzidenz-Bestimmung. In der Pilotstudie sollten Daten zur 
Inzidenz von HIV-1 Infektionen in Berlin gewonnen werden. Gleichzeitig wurden 
Daten zu Wissen, Einstellung, Verhalten und Praktiken (KABP-Daten; „knowledge, 
attitudes, behaviour and practices“) bezüglich HIV/AIDS bei Personen mit kürzlich 
erworbener HIV-Infektion erhoben. Erhebungsinstrument war ein strukturierter 
Fragebogen mit überwiegend geschlossenen Fragen zum Themenkomplex. Anhand 
der erhobenen Daten soll erreicht werden, dass Präventionsmaßnahmen in HIV-
Bereich zukünftig zielgerichteter und zielgruppenorientierter eingesetzt werden 
können. 
 
3.3.1 Studienpopulation der Pilotstudie 
Als Übertragungsweg der HIV-Infektion in der Studienpopulation überwog der homo- 
bzw. bisexuelle Kontakt: 119 Personen waren MSM (Abb. 24), sieben Personen 
gaben eine heterosexuelle Übertragung an und zwei Personen stammten aus HPL. 
 
 
Abb. 24: Prävalenz und Inzidenz von Infektionen in Abhängigkeit vom Infektionsrisiko 
Die grünen Balken zeigen den Anteil der inzident ermittelten Proben und die roten Balken die 
prävalent bestimmten Proben. 
 
98% der Infektionen erfolgten in Deutschland, 80% der Studienteilnehmer machten 
spezifische Angaben zum Infektionsweg, 35% war der vermutete übertragende 
Partner persönlich bekannt und 6% gaben an, sich bei einem bekannt HIV-positiven 
Sexualpartner infiziert zu haben. 
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Von den Probanden wurde eine Serumprobe erhalten und im BED-ELISA gemessen. 
In der Pilotstudie wurde der BED-ELISA eingesetzt, da er bei vergleichbarer 
Sensitivität und Spezifität preisgünstiger und einfacher durchführbar als der AxSYM-
ELISA war. 
 
3.3.2 Epidemiologische Untersuchungen 
Im Untersuchungszeitraum der Pilotstudie in Berlin vom November 2005 bis zum 
Februar 2008 wurden insgesamt 132 Patienten rekrutiert. Dies entsprach 26% der in 
Berlin im gleichen Zeitraum gemeldeten Zahl der HIV-Erstdiagnosen. 119 dieser 
Probanden waren MSM (90%). Diese Risikogruppe war im Studienkollektiv 
überrepräsentiert, da in Berlin im gleichen Zeitraum nur für 70% der gemeldeten HIV-
Erstdiagnosen als Risikokategorie für die HIV-Infektion MSM gemeldet wurden. 
Signifikant niedriger als anhand der Meldedaten erwartet war der Anteil rekrutierter 
Frauen (n = 7; p = 0,015), Männer mit heterosexuellem Übertragungsrisiko (n = 7; 
p = 0,037) und Menschen aus HIV-Hochprävalenzländern entsprechend der 
Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (HPL; n = 2; p = 0,015). 
Für diese Studie wurde eine Adjustierung der BED-Messergebnisse unter 
Berücksichtigung der prädiktiven Werte des Testes (ermittelt anhand des 
Referenzprobenpanels) durchgeführt (2.3.6). Grundlage dieser Adjustierung ist die 
Annahme, dass sich Sensitivität und Spezifität des BED-ELISA im Studienkollektiv im 
BED-ELISA ähnlich wie im untersuchten Referenzprobenpanel verhalten. 
Die adjustierten Anteile der frischen HIV-Infektionen lagen bei 51% für die gesamte 
Untersuchungspopulation und ergaben einen signifikanten höheren Anteil an 
inzidenten Infektionen unter MSM (54%; KI[95%]: 64; 45) im Vergleich zu 
Studienteilnehmern mit anderen Übertragungsrisiken (16%; KI[95%]: 36; 0). 
Aufgrund der geringen Zahl von Personen mit anderen Übertragungsrisiken als MSM 
wurde die weitere Analyse auf Daten der MSM Patienten beschränkt. Der Vergleich 
der Stichprobe der Pilotstudie mit den Daten der HIV-Fallmeldungen ergab für Berlin 
im Untersuchungszeitraum eine signifikante Übereinstimmung bezüglich 
Altersmedian und der Altersgruppenverteilung, so dass von einer Repräsentativität 
der Stichprobe für MSM in Berlin ausgegangen werden konnte. 
Frische HIV-Infektionen überwogen bei MSM in Berlin signifikant (p = 0,009) in 
jüngeren Altersgruppen (62% bei den 20 – 29-jährigen im Vergleich zu 17% bei den 





Abb. 25: Prävalenz- und Inzidenz von HIV-Infektionen nach Altersgruppen 
Die grünen Balken bedeuten inzident im BED-ELISA gemessen und die roten Balken prävalent im 
BED-ELISA gemessen (Ergebnisse nur für die 119 MSM dargestellt). 
 
Über 50% gaben an, bereits mindestens einen negativen HIV-Test vor der jetzigen 
Diagnose durchgeführt zu haben. 13% hatten vorher zwei bis vier und 7% über vier 
Teste. 18% hatten sich noch nie testen lassen. Der Zusammenhang zwischen der 
Anzahl früher durchgeführter HIV-Teste und der Erkennung einer frischen HIV-
Infektion war statistisch signifikant (p = 0,023). 
Für 37% (n = 49) der Fälle war eine akute HIV-Symptomatik angegeben, die sich bei 
Überprüfung der angegebenen Symptome jedoch nur für 30% (n = 40) klinisch als 
solche bestätigen ließ. Der Mittelwert der Tage seit dem letzten negativen Test bis 
zum Datum der Diagnosestellung lag bei 980 Tagen (2,7 Jahre), vom selbst 
eingeschätzten Beginn des Infektionsrisikos an bei 559 Tagen (1,5 Jahre) und vom 
Zeitpunkt des Auftretens einer akuten HIV-Symptomatik bei ca. drei Monaten. 
Tatsächlich war der Zusammenhang zwischen dem Nachweis einer frischen 
(inzidenten) Infektion und der Selbsteinschätzung des vermuteten 
Infektionszeitpunkts innerhalb des Zeitfensters von 140 Tagen im BED-ELISA 
signifikant (Abb. 26; p < 0,001). Dieses Ergebnis war vor allem von Interesse unter 






Abb. 26: Anteil frischer und länger bestehender HIV-Infektionen in Abhängigkeit vom selbst 
eingeschätzten Zeitraum für das Infektionsrisiko 
Die grünen Balken bedeuten inzident im BED-ELISA gemessen und die roten Balken prävalent im 
BED-ELISA gemessen (nur für MSM dargestellt). 
 
Patienten mit frischer HIV-Infektion hatten signifikant höhere Viruslasten im Vergleich 
zu Patienten mit prävalenter Infektion (p = 0,005), während sich für die CD4+-
Zellzahlen kein statistisch signifikanter Zusammenhang ergab (Daten nicht gezeigt). 
Die erhöhte Viruslast zum Zeitpunkt der frühen Infektion wird als ein wesentlicher 
Faktor für eine höhere Übertragbarkeit in dieser Infektionsphase angesehen und hat 




3.4 Untersuchungen zu Filter-getrockneten Proben 
In der Berliner Pilotstudie wurde von allen Probanden EDTA-Blut erhalten und 
innerhalb von 24 Stunden transportiert und aufgearbeitet, das Plasma aliquotiert, bei 
-70°C gelagert und später im BED-ELISA eingesetzt. Für eine deutschlandweite 
Inzidenzstudie ist eine Versendung von mehreren tausend Proben als EDTA-Blut 
und ihre Aufarbeitung innerhalb von 24 Stunden an das RKI logistisch aufwendig und 
teuer. Daher war es untersuchenswert, die Methoden auch für Filter-getrocknete 
Materialien zu etablieren, die im Versand geringere Kosten verursachen und leichter 
handhabbar sind als EDTA-Blutproben. 
 
3.4.1 Infektiosität von auf Filter getropften HIV 
Um die Filter mit der Post verschicken zu können, sollte untersucht werden, ob HIV 
nach dem Trocknen auf Filterpapier noch infektiös ist. Für die Bestimmung der 
Infektiosität wurden serielle Verdünnungsreihen eines Virusstocks des molekularen 
Klons NL4-3 verwendet. Der Virusstock hatte einen Titer von 9,5x105 TCID50/ml. 
Für die in vitro-Versuche zur Inaktivierung von HIV in Filter-getrocknetem Material 
musste zunächst untersucht werden, ob Filtereluate ohne das Virus das 
Zellwachstum der CEMx174xSEAP-Zellen beeinflussen. In Vorversuchen konnte 
gezeigt werden, dass man die Filter nicht direkt in die Zellkultur einsetzen kann, da 
sie das Zellwachstum vollständig inhibieren. Das Filtereluat selbst wies ebenfalls 


















Abb. 27: Hemmung des Zellwachstum durch Filtereluat 
Die roten Quadrate zeigen die Zellzahl in den Wells mit der 1:1 Verdünnung des Filtereluates, die 
restlichen schwarzen Zeichen zeigen die Zellzahlen in den Wells mit den Kontrollen oder den 1:3; 1:5 
und 1:7 Verdünnungen des Filtereluat. 
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Der inhibitorische Effekt auf das Zellwachstum konnte durch eine 1:3 Verdünnung 
der Filtereluate mit Medium aufgehoben werden (Abb. 27), so dass für die weiteren 
Versuche 1:3 Verdünnungen eingesetzt wurden. 
Für die Fragestellung nach der HIV-Inaktivierung auf Filter-getrockneten Proben 
wurden zwei Versuche durchgeführt. In dem ersten Versuch wurde das Inokulum 
nicht aus dem Ansatz entfernt. Alle Proben, bis auf die Negativ-Kontrollen, wiesen 
eine Konzentration von über 125pg/ml p24 auf, was auf das Inokulum 
zurückzuführen ist. Es wurde jedoch nur Viruswachstum in der Positiv-Kontrolle und 
beim 0h Wert identifiziert. Ab Abnahmetag 12 sanken die Messwerte, während die 
p24 Werte in den Positiv-Kontrollen und der 0h Wert konstant blieben (Daten hier 
nicht gezeigt). 
Im zweiten Versuch zur Inaktivierung von HIV durch Filtertrocknung wurde das Virus-
Inokulum nach der Infektion von den Zellen durch Waschen entfernt. 
Zudem wurde ein zuvor im Labor etablierter p24-Antigentest (AALTO) eingesetzt. 
Dieser ist zwar weniger sensitiv als der Coulter-Assay, dafür ist der lineare 
Messbereich mit 75pg bis 10ng größer als für den Coulter-Assay (6,5pg bis 125pg) 
und für in vitro Experimente geeignet. 
Alle Proben, bis auf die positiven Kontrollen und der 0h-Wert, waren auch bei dem 
zweiten geänderten Versuch nicht mehr infektiös. Zu den verschiedenen 
Abnahmezeitpunkten (Tag 4; 7; 10; 12 und 14) und in den passagierten Überständen 
wurde kein CPE beobachtet und kein p24-Antigen nachgewiesen. Die positiven 
Kontrollen sowie der 0h-Wert (20 Minuten nach dem Tropfen eluiert) zeigten schon 
nach Tag drei bis vier einen deutlichen CPE und hier waren alle Abnahmen mit einer 
Konzentration von > 10ng/ml im p24-Antigentest positiv. Auch wenn das Virus auf 
dem Filter nur für 12 Stunden getrocknet war, konnte keine Infektiosität von HIV 
mehr nachgewiesen werden (Daten hier nicht gezeigt). 
 
3.4.2 Antikörpernachweis im HIV-ELISA und Western Blot aus 
Filter-getrocknetem Plasma 
Zur Elution der Filter-getrockneten Proben ist eine Verdünnung des ursprünglichen 
Probenvolumens unvermeidlich. Der Trocknungsprozess könnte zudem die Stabilität 
der Antikörper oder der viralen RNA beeinträchtigen. Für Vergleichsuntersuchungen 
zwischen Plasma und Filter-getrockneten Proben in den serologischen HIV-Testen 
wurden aus der Serokonverter-Plasmabank des RKI 20 HIV-negative Plasmen, 
30 ELISA- und WB-positive Plasmen und 30 ELISA-positive aber WB-fragliche 
Plasmen verwendet. Es wurden jeweils 30µl Plasma auf eine Filterscheibe getropft. 
 82
__________________________________________________________Ergebnisse 
Dieses Volumen entspricht in etwa der Menge von einem Blutstropfen aus der 
Fingerkapillare. 
Nach ein bis sieben Tagen Lagerung bei Raumtemperatur wurden die Filter in 450µl 
Elutionspuffer eluiert (dies entspricht einer 1:15 Verdünnung der Ausgangsprobe) 
und anschließend in den beiden Screening-ELISA Murex HIV-1.2.O und Genscreen 
HIV 1/2 sowie im WB (HIV Blot 2.2) untersucht. Es kam lediglich in der Gruppe der 
fraglichen-reaktiven Proben zu Unterschieden (Tab. 12). Hier zeigten im WB 15 
Filterproben keine Banden mehr. Durch die Probenverdünnung wurden 50% der 
fraglichen Proben falsch-negativ im WB getestet. ELISA-positive Proben zeigten 
keine falsch-negativen Ergebnisse nach der Elution (Tab. 12). 
Da für den BED-ELISA nur im WB bestätigt-positive Proben getestet werden dürfen, 
stellt dies für eine Inzidenzstudie aus Filtermaterial keinen Nachteil dar. 
Tab. 12: ELISA und WB-Reaktivität in Filtereluaten 















20 negative 20 neg 20 neg 20 neg 20 neg 20 neg 20 neg 
30 positive 30 pos 30 pos 30 pos 30 pos 30 pos 30 pos 
30 fragliche 30 pos 30 pos 30 fragl 









3.4.3 Inzidenz-Teste aus Filtermaterial 
Nachdem gezeigt wurde, dass die Standard Serologie bei HIV-1 bestätigt-positiven 
Proben aus Filter-getrockneten Material kein Problem darstellt, sollte nun noch 
überprüft werden, ob auch der BED-ELISA aus filtergetropften Proben durchführbar 
ist, und ob sich die Sensitivität und Spezifität des Testes in Filterproben verändert. 
Hierzu wurden die 148 Proben des RPP, das BBI PRB 601 Panel auf Filter getropft 
(30µl je Filter) und die Filter bei Raumtemperatur gelagert. 
Für die Vergleiche der Messungen aus Plasma und aus den getropften Filterproben 
wurde Filter-getrockneter Kalibrator zum Normieren genutzt. Laut dem BED-ELISA-
Handbuch sollte aus den Filterproben und dem „Dried Blood Spot Control Pack“ von 
Calypte für die Kontrollen und den Kalibrator ein 6mm großes Filterstückchen 
ausgestanzt werden und in 400µl Probenpuffer über Nacht eluiert werden [113]. 
100µl des Eluates sollten für die Untersuchung direkt verwendet werden. Da am RKI 
vorgestanzte Filterkarten eingesetzt werden, wurden die Elutionsbedingungen an 
diese Filter angepasst. 
Die Filter wurden in 450µl Elutionspuffer eluiert und dasselbe Volumen wie von einer 
Plasmaprobe in den jeweiligen Test eingesetzt. 
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Wenn der Kalibrator genauso behandelt wurde wie die Filterproben, wurde dieselbe 
Sensitivität und Spezifität wie mit den Plasmaproben erreicht (Abb. 28). Das RPP 
wurde zudem im IDE-V3-ELISA Test verglichen (F. Barin, Tours, Kooperation). 
 
Abb. 28: Vergleich der Prävalenz- und Inzidenztestung von Plasma und Filter-getrockneten 
Plasma im BED-ELISA 
Boxplots: Die Boxen zeigen die 25 bis 75% Quartile und der Balken in den Boxen den Median der 
inzidenten bzw. prävalenten Infektionen, die minimalen und maximalen Werte sind durch die Linien an 
den Boxen dargestellt. Die gestrichelte Linie repräsentiert den Cut-Off von 0,8 ODn. Grün ≤ 20 
Wochen Dauer der Infektion, rot > 20 Wochen Dauer der Infektion. 
 
 
Abb. 29: Vergleich der Prävalenz- und Inzidenztestung von Plasma und Filter-getrockneten 
Plasma im IDE-V3-ELISA 
Boxplots: Die Boxen zeigen die 25 bis 75% Quartile, der Balken in den Boxen den Median der 
inzidenten Infektionen ≤ 20 Wochen Dauer der Infektion (grün) und der prävalenten Infektionen  
> 20 Wochen Dauer der Infektion (rot), die minimalen und maximalen Werte sind durch die Linien an 
den Boxen dargestellt. Horizontale rote gestrichelte Linie: Cut-Off für inzident bei W = 0,5 wie von 
Barin et al. (2005) publiziert; Horizontale blaue gestrichelte Linie bei W = 0,8; Horizontale grüne 
gestrichelte Linie bei W = 0,9. 
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Erstaunlicherweise wurden mit dem IDE-V3-ELISA aus den Filterproben sechs 
Proben mehr richtig-inzident erkannt, als aus den Plasmaproben (Abb. 29). 
Insgesamt wurden 33 Proben bei 24 Wochen Infektionsdauer und einem Cut-Off von 
W = 0,5 als inzident klassifiziert, nur eine davon falsch. Die Verdünnung im Filtereluat 
führte somit zu einer höheren Sensitivität bei gleicher Spezifität im Vergleich zu den 
Messdaten aus den Plasmaproben. 
 
3.4.4 RNA Nachweis aus Filtermaterial 
Für eine Reihe von Fragestellungen wäre es wünschenswert, wenn aus Filter-
getrocknetem Material nicht nur die Antikörper, sondern auch die HIV-RNA 
quantifiziert und die pol-Sequenz zur Resistenzbestimmung ermittelt werden könnte. 
Aus Vorversuchen und Publikationen war bekannt, dass die Stabilität der viralen 
RNA möglicherweise ein Problem darstellt. Wichtig war daher, wie sensitiv sich RNA 
in getrocknetem Probenmaterial nachweisen lässt und welche Lagertemperaturen 
geeignet sind. In der Literatur gab es widersprüchliche Angaben, ob eine Lagerung 
der Filter-getrockneten Proben bei Raumtemperatur ausreicht [132] oder ob bei einer 
längeren Lagerung bei Raumtemperatur die RNA degradiert [167]. 
Die ersten vier Verdünnungsstufen des Konzentrationsstandards (2.2.3) wurden auf 
Filterscheiben getropft. Die Filter wurden 12 Stunden getrocknet und anschließend 
bei Raumtemperatur, -20°C und -70°C gelagert. 
Vor dem Einfrieren der Filter wurde als Null-Wert die RNA aus den Filterscheiben 
extrahiert. Die weiteren Extraktionszeitpunkte waren nach einer Woche, nach vier 
Wochen, nach drei Monaten und nach sechs Monaten. 
Aus der extrahierten RNA wurde die cDNA synthetisiert (2.4.5) und die Inhaus-pol 
RT-PCR (2.4.6) durchgeführt sowie die Viruslast mit der quantitativen Real-time LTR-
RT-PCR bestimmt (2.4.8). 
Für die Amplifizierung des pol-Fragmentes zur Resistenzbestimmung sind nur die 
Daten der ersten drei Verdünnungsstufen gezeigt (Tab. 13). Die Nachweisgrenze lag 
bei dieser Methode bei 1x103 Genomkopien/ml Plasma. Die vierte Verdünnung lag 
mit rechnerisch maximal 3,4x102 eingesetzten Genomkopien demnach unter der 
Nachweisgrenze der Inhaus-pol RT-PCR. Virale RNA war in dieser Probe auch nicht 
mehr nachweisbar. 
Die Amplifikation des pol-Fragmentes aus den Filterproben war auch nach 180 
Tagen Lagerzeit noch möglich (Tab. 13). Allerdings zeigte sich vor allem bei 
niedrigen Kopienzahlen, dass die Amplifikation des pol-Fragmentes von den bei 
Raumtemperatur gelagerten Filtern schwieriger ist. 
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Nach sechs Monaten Lagerzeit war das pol-Fragment nur noch aus einem der 
beiden bei Raumtemperatur gelagerten Filter amplifizierbar (Tab. 13), so dass sich 
für die genotypische Resistenztestung aus Filterproben eine Lagerung der Proben 
bei ≤ -20°C als geeignet erwies. 
Tab. 13: Amplifikation des HIV-1-pol-Fragmentes aus Filter-getrockneten Plasmaproben bei 
verschiedener Lagertemperatur und Lagerdauer 




Vor dem Einfrieren 
7 Tage 4 Wochen 3 Monate 6 Monate 
3,4x105 RT Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Neg./Neg. 
3,4x105 -20°C -. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. 
3,4x105 -70°C - Pos./Pos. Pos./Pos. Neg./Neg. Pos./Pos. 
       
3,4x104 RT Pos./Pos. Neg./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Neg./Neg. 
3,4x104 -20°C - Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. 
3,4x104 -70°C - Neg./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. 
       
3,4x103 RT Neg./Pos. Neg./Neg. Neg./Pos. Pos./Pos. Neg./Pos. 
3,4x103 -20°C - Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. 
3,4x103 -70°C - Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. Pos./Pos. 
[gk/PCR] = Genomkopien pro PCR-Ansatz; Pos. = Fragment amplifizierbar; Neg. = Kein Fragment amplifizierbar 
 
Diese Ergebnisse bestätigen die Ergebnisse von McNulty et al. (2005), die ebenfalls 
nur aus bei -20°C oder -70°C gelagerten Proben (Lagerzeit über fünf Jahre) eine 
Resistenztestung erfolgreich durchführen konnten, jedoch nicht aus den bei 
Raumtemperatur gelagerten Proben [167]. 
Die Viruslast war in allen 78 Filterproben messbar. Die Nachweisgrenze der Real-
time LTR-RT-PCR zur Viruslastbestimmung aus frischem Plasma lag bei 1x102 
Genomkopien/ml Plasma. 
Nach sechs und teilweise schon nach drei Monaten Lagerung lag die Viruslast der 
bei Raumtemperatur gelagerten Filterproben um eine Zehnerpotenz niedriger als die 
der bei -20°C und -70°C gelagerten Filterproben (Abb. 30). Zum Beispiel wurde für 
die erste Verdünnungsstufe mit einem Ausgangswert von 3,4x105 nach 180 Tagen 
Lagerzeit von den bei Raumtemperatur gelagerten Filter eine Viruslast von im Mittel 
2,4x104 (± 3,8x103) gemessen, während für die bei -20°C und -70°C gelagerten Filter 






















































































Abb. 30: Viruslast in Filter-getrockneten Proben bei verschiedenen Lagerzeiten und 
Lagertemperaturen 
Gezeigt sind jeweils MW und STABW über 4 Messungen für jeweils die Ausgangswerte  
A) 3,4x105 Genomkopien/PCR; B) 3,4x104 Genomkopien/PCR, C) 3,4x103 Genomkopien/PCR. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass Viruslastmessungen und genotypische 
Resistenzbestimmung aus Filter-getrocknetem Material möglich sind, auch wenn es 
aufgrund der getropften Ausgangsmenge (30µl Tropfvolumen) Limitierungen in der 
Anzahl nachweisbarer Genomkopien gibt. Sowohl für die Viruslast- als auch für die 




Ein Ziel dieser Promotionsarbeit war die Etablierung einer Methode zur 
Unterscheidung zwischen inzidenten und prävalenten HIV-Infektionen anhand gut 
charakterisierter Proben (Referenzprobenpanel, RPP). Eine der etablierten 
Methoden (der BED-ELISA) wurde an einem Probenpanel in der Pilotstudie zur 
Untersuchung der HIV-Inzidenz in Berlin validiert. Mit der Pilotstudie sollte die 
Realisierbarkeit einer nationalen Inzidenzstudie geprüft werden. 
Es wurden zwei Methoden, die verschiedene Parameter der HIV-spezifischen 
Antikörperantwort erfassen, etabliert. Mit der ersten Methode, dem BED-ELISA, wird 
das Verhältnis an HIV-spezifischen IgG-Antikörpern im Vergleich zu den gesamt IgG-
Antikörpern gemessen. Mit der Aviditäts-Methode wird die Bindungsstärke der HIV-
spezifischen Antikörper bestimmt. Beide Methoden sind dazu geeignet, frische HIV-
Infektionen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit zu erkennen [111, 121]. Im Rahmen 
einer Kooperation mit Francis Barin wurde das RPP in einem dritten Inzidenz-ELISA, 
dem IDE-V3, getestet [114]. Dieser Test ist ein Peptid-ELISA, mit dem spezifische 
Antikörper gegen mehrere HIV-Antigene gleichzeitig nachgewiesen werden. Mit 
diesen Methoden wurden bereits Inzidenzstudien durchgeführt [128, 168-176]. 
Die Erhebungen von Inzidenzdaten sind in der Regel aufwendig, da umfassende und 
teure Verlaufsstudien in großen Kohorten erforderlich sind. Labormethoden, mit 
denen die Dauer der HIV-Infektion im Patienten eingegrenzt werden kann, sind aus 
epidemiologischer Sicht daher wertvoll, da sie Kohortenstudien teilweise ersetzten 
könnten. 
 
4.1 Vergleichbarkeit der HIV-Inzidenz-Teste 
Mit dem BED-ELISA und der Aviditäts-Methode wurden vergleichbare Sensitivitäten 
und Spezifitäten für die Bestimmung inzidenter Proben erhalten. Zur Ermittlung der 
Sensitivität und Spezifität war das Referenzprobenpanel aus der Serokonverterstudie 
verwendet worden. Im Vergleich zu Literaturdaten waren die Sensitivität und 
Spezifität der beiden Inzidenz-Teste nicht signifikant verschieden. In der vorgelegten 
Studie lag die Sensitivität nur 2% niedriger (Sensitivität BED 80% RPP im Vergleich 
zu 82% bei Parekh et al. [109]). Die berechnete Spezifität lag 14% unter den 
publizierten Werten (Spezifität AI 74% RPP im Vergleich zu 88% bei Suligoi et al. 
[121]). 
Auch für den zeitlichen Cut-Off wurde ein unterschiedlicher Wert im Vergleich zur 




Während Parekh et al. von 155 Tagen (22 Wochen) und Suligoi et al. von sechs 
Monaten (24 Wochen) berichten, so wurde in dieser Arbeit für das RPP in beiden 
Testen der Cut-Off für die bestmögliche Unterscheidung zwischen inzident und 
prävalent bei 20 Wochen ermittelt [111, 121, 177]. 
Das RKI beteiligte sich im Rahmen des von der EU geförderten Projektes „EuroHIV 
Work Package 7 on HIV Incidence“ an einer Validierung verschiedener Inzidenzteste. 
Dazu wurden Referenzproben und Proben von HIV-Erstdiagnosen ausgetauscht. Sie 
wurden zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit in den Laboren von F. Barin und J. 
Parry sowie am RKI parallel im BED-ELISA gemessen. Der Vergleich der 
Untersuchungsergebnisse ergab einen hohen Übereinstimmungsgrad von 97% 
(Stichprobengröße der vom RKI zur Verfügung gestellten Blutproben n = 190). 
Aufgrund dieser hohen Übereinstimmung und auch gestützt durch die gute 
Reproduzierbarkeit der publizierten Messwerte für das kommerzielle BBI-
Probenpanel kann man davon ausgehen, dass die Unterschiede in den 
beobachteten Sensitivitäten und Spezifitäten anderer Autoren nicht an der 
Durchführung der Methoden selbst liegen, sondern durch die unterschiedliche 
Zusammensetzung der Probenpanels bzw. der Spenderpopulation bedingt ist. 
Auswahl der Referenzprobenpanel 
Bei der Auswahl des RPP des RKI wurden vier Kriterien festgelegt: alle Patienten 
waren therapie-naiv, nicht im AIDS-Stadium, hatten eine Subtyp-B-Infektion und 
waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme Antikörper-positiv. 
Alle Proben mussten von therapie-naiven Patienten stammen, um auszuschließen, 
dass die Therapie bzw. die durch HAART gesenkte Viruslast einen Einfluss auf die 
Antikörperspiegel und damit auf die Testergebnisse haben könnte. Dieser Einfluss 
war in anderen HIV-Inzidenz-Studien beschrieben worden [101, 178]. 
In diesen Untersuchungen wurden Proben von langzeit-infizierten, therapierten HIV-
Patienten als falsch-inzident bestimmt. Von Patienten im AIDS-Stadium ist bekannt, 
dass diagnostische HIV-Teste falsch-negative oder fragliche Ergebnisse liefern 
können, da aufgrund der fortgeschrittenen Immundefizienz nicht mehr genügend B-
Zellen vorhanden sind, um die normale Antikörperproduktion aufrecht zu erhalten 
[179]. 
Es wurde zudem früh beschrieben, dass im BED-ELISA trotz konservierter Antigene 
in Abhängigkeit des Subtyps unterschiedliche Fensterphase vorliegen [180, 181]. Die 




Die ausgewählten Patienten der Serokonverterstudie haben einen definierten 
Serokonversionszeitpunkt, der durch einen letzten negativen und einen ersten 
positiven Antikörper-Test eingrenzbar ist, die nicht weiter als drei Monate 
auseinander liegen dürfen. Alternativ wurde auch ein erstes reaktives Testdatum als 
Auswahlkriterium erlaubt, wenn zu diesem Zeitpunkt die Testergebnisse entweder 
virale RNA positiv und/oder Antikörpernachweis fraglich vorlagen. Diese 
Patientenkategorie wurde dann als „akute Serokonverter“ bezeichnet. 
Das vierte Kriterium ist das wichtigste Kriterium, da es auch dazu dient, den 
Serokonversionszeitpunkt als beste Anährung an den Infektionszeitpunkt zu 
berechnen. Durch dieses Einschlusskriterium konnte die Dauer der Infektion relativ 
genau bestimmt werden. Im RPP stammen 89% der Proben von akuten 
Serokonvertern. Außerdem deckt das RPP mit 64% der 148 Proben den Zeitraum 
des ersten Jahres der Infektion gut ab, in dem der Cut-Off zur Unterscheidung 
zwischen inzident und prävalent festgelegt wurde. 
Probenpanels anderer Studien werden häufig mit weniger strikten Auswahlkriterien 
zusammengestellt. Suligoi et al. [121] haben zur Etablierung des Aviditäts-Indexes 
216 Serum-Proben von 47 Patienten verwendet, die über einen dokumentierten 
negativen und einen ersten positiven HIV-Test im Abstand von maximal 24 Monaten 
verfügten. Da als Infektionszeitpunkt das arithmetische Mittel zwischen dem letzten 
negativen und dem ersten positiven Test genommen wurde, ist der 
Infektionszeitpunkt wesentlich ungenauer als bei dem hier verwendeten 
Referenzprobenpanel. Zwar hatten 27 der 47 Personen nur einen Abstand von 
weniger als sechs Monaten zwischen den beiden Testen, aber wie viele Proben von 
diesen Patienten verwendet wurden, ist nicht beschrieben. Insgesamt lagen nur 34 
der 216 Proben unter sechs Monaten Infektionsdauer und weitere 30 Proben 
innerhalb des Zeitraumes von sechs bis zwölf Monaten. Das erste Jahr der Infektion, 
welches den kritischen Zeitraum zur Unterscheidung zwischen inzident und prävalent 
beinhaltet, wurde somit nur mit 28% des von Suligoi et al. [121] verwendeten 
Probenpanels abgedeckt. 
Die meisten Proben des RP, die falsch klassifiziert wurden, stammten von Patienten, 
die eine Infektionsdauer zwischen sechs und zwölf Monaten hatten. Ähnliche 






Hier wurde gezeigt, dass die meisten der falsch-inzident klassifizierten Proben aus 
dem zweiten Halbjahr der Infektion stammten [180]. Wird dieser Zeitraum durch die 
Referenzproben nicht gut abgedeckt, ergeben sich verständlicherweise 
Diskrepanzen in den Sensitivitäten und Spezifitäten im Inzidenztest. 
Das Probenpanel von Parekh et al. [109], die den BED-ELISA entwickelten, deckt 
diesen Zeitraum besser ab. 67 Proben stammen aus kommerziellen 
Serokonversions-Paneln, 37 Proben von bekannten inzidenten HIV-Fällen aus den 
USA und 518 Proben wurden von 90 Serokonvertern während einer longitudinalen 
Studie in Bangkok (Thailand) gesammelt. Hierbei wurden im ersten Jahr der 
Serokonversion im Durchschnitt im Abstand von 60 Tagen die Proben gesammelt. 
Insgesamt lag die Hälfte aller Proben (n = 311) dieses Panels unterhalb von 160 
Tagen nach berechnetem Infektionszeitpunkt, und auch das zweite Jahr nach 
Infektion war  anscheinend ausreichend repräsentiert [111]. 
Barin et al. [114] verwendeten ebenfalls ein gut charakterisiertes Panel aus 224 
Proben von 81 Serokonvertern. Die Proben stammten von Patienten mit einer 
frischen HIV-Infektion, die durch ähnliche Kriterien wie beim in dieser Arbeit 
etablierten RPP gesichert waren (inkompletter WB oder positiver RNA-Nachweis bei 
negativem ELISA, oder nicht mehr als maximal sechs Monate Abstand zwischen 
dem letzten negativen ELISA und dem ersten positiven ELISA-Ergebnis). Bei diesem 
Panel lagen 118 Proben innerhalb der ersten 180 Tage der Infektion und waren 
damit inzident nach der publizierten Festlegung der Fensterphase des IDE-V3-ELISA 
[114]. 
Die Eingrenzung der Infektionsdauer, die dem in dieser Arbeit etablierten 
Probenpanels zugrunde liegt, ist im Vergleich zu den genannten Probenpaneln 
exakter möglich. Betrachtet man die Unterschiede zwischen den Referenzpaneln, 
wird offenbar, dass die veröffentlichten Daten der Inzidenz-Teste nur eingeschränkt 
miteinander vergleichbar sind, da jeweils unterschiedliche Referenzpanels eingesetzt 
wurden. Ein Vergleich der Sensitivität und Spezifität der drei eingesetzten 
Testverfahren ist jedoch durch die Verwendung desselben Probenpanels sehr gut 
möglich. 
Ein entscheidender Faktor bei der Vergleichbarkeit der Teste ist die unterschiedliche 
Fensterphase, die von verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedlich definiert und 
vor allem unterschiedlich bestimmt wurde. 
Eine Fensterphase bezeichnet üblicherweise in der Labordiagnostik das Zeitfenster 
zwischen dem Infektionszeitpunkt des Individuums und den erstmalig nachweisbaren 
Antikörpern der HIV-Infektion bzw. anderer diagnostischer Verlaufsparameter. 
 91
___________________________________________________________Diskussion 
Dieser Zeitpunkt ist von der Sensitivität der Testmethode abhängig. 
Ob eine frische oder weiter zurückliegende Infektion vorliegt, kann mit Hilfe der 
eingesetzten Testverfahren mit einer relativ guten Wahrscheinlichkeit vorhergesagt 
werden, wenn nur ein Serum/Plasma für die Untersuchung zur Verfügung steht. 
Hierbei spielt die Festlegung des zeitlichen Cut-Offs (Unterscheidung frisch/alt) eine 
wesentliche Rolle. Diese Festlegung ist umso genauer, je enger die im 
Referenzpanel verwendeten Proben nach der Infektion gewonnen wurden und 
zusätzliche Verlaufsproben der Serokonverter innerhalb des ersten Jahres nach 
Infektion gewonnen wurden. 
Die Unterschiede in der Zusammenstellung der Probenpanels und auch der 
Berechnung des vermuteten Infektionszeitpunktes der Probanden zwischen den 
verschiedenen Publikationen resultieren in unterschiedlichen Zeiträumen für die 
berechnete Fensterphase. Da anhand dieser Fensterphasen die Entscheidung 
zwischen inzident und prävalent gefällt wird, beeinflusst sie direkt die Sensitivität und 
Spezifität der Testverfahren. 
Entscheidung für den Einsatz des BED-ELISA in den Studien 
Die Sensitivität von 80% und die Spezifität von 86% des BED-ELISA lagen im 
Vergleich zur Aviditäts-Methode mit einer Sensitivität von 74% und einer Spezifität 
von 82% etwas höher, obwohl die Werte statistisch nicht signifikant verschieden 
waren. Die Entscheidung, den BED-ELISA in der Pilotstudie und der 
deutschlandweiten Studie einzusetzen, basierte aber auch auf dem besseren 
Preisleistungsverhältnis und der Automaten-unabhängigen Durchführung. 
Zwei Limitierungen des BED-ELISA sind bereits genannt worden. Eine 
Einschränkung ist, dass er trotz des subtyp-generischen (BED) Antigens viele 
Proben von Non-B-Subtyp-Infektionen falsch-inzident klassifiziert [180, 181]. Ursache 
dafür sind Subtyp-abhängige Fensterphasen [180]. In Ländern, in denen Non-B-
Subtypen prävalent sind, sollte der BED-ELISA an einem repräsentativen 
Probenpanel validiert werden, um eventuell Korrekturfaktoren für die Fensterphase 
und damit den Cut-off zu ermitteln. 
Für den HIV-1 Subtyp C wurde dies in einer Studie in Simbabwe bereits getan und 
eine etwas längere Fensterphase von 187 Tagen des BED-ELISA für diesen Subtyp 
berechnet [182]. 
Zum anderen ist bekannt, dass der BED-ELISA Proben von Patienten unter Therapie 
mit einer niedrigen Viruslast oder auch Proben von AIDS-Patienten mit einer CD4+-




Diese beiden Limitierungen spielen für eine in Deutschland durchgeführte 
Inzidenzstudie keine große Rolle, da zum einen in Deutschland Subtyp-B-Infektionen 
dominieren und zum anderen nur HIV-Erstdiagnosen gemessen werden und auch 
das klinische Stadium der HIV-Infektion und der Therapiestatus dokumentiert wird. 
Dadurch würden sowohl ein AIDS-Stadium als auch therapierte Patienten erkannt 
werden. Ein weiteres Argument für den Einsatz des BED-ELISA in der Pilotstudie ist 
die Tatsache, dass er als einziger Test für HIV-Inzidenzstudien zugelassen ist. 
 
4.2 Welche weiteren Faktoren können zur Ver-
besserung der Sensitivität und Spezifität der 
Inzidenzteste beitragen? 
Im Vergleich zu diagnostischen HIV-Nachweisverfahren sind Sensitivitäten und 
Spezifitäten mit nur 80% relativ niedrig. Virale Determinanten und Wirtsfaktoren 
können die Ursache für eine zu gering ausgeprägte oder zu hohe Avidität bzw. für zu 
niedrige oder zu hohe HIV-IgG-Antikörper-Spiegel sein. 
Daher wurden einige Wirtsfaktoren und virale Eigenschaften von Patienten mit 
falsch-klassifizierten Proben im Vergleich zu den richtig-klassifizierten Proben 
untersucht, um Parameter zu identifizieren, die einen Einfluss auf die Sensitivität und 
Spezifität der Inzidenzteste haben und als Ansatzpunkt zu ihrer Verbesserung 
eingesetzt werden könnten. 
Im BED-ELISA wurden insgesamt 25 von 148 Proben falsch bestimmt (12 falsch-
prävalent und 13 falsch-inzident), während in der Aviditäts-Methode 32 Proben falsch 
bestimmt wurden (17 falsch-prävalent, 15 falsch-inzident). 
Aufgrund des limitierten Probenmaterials wurden 28 Proben aus dem Panel 
ausgewählt, die aus je sieben Proben der vier unterschiedlichen Reaktionskategorien 
bestanden (falsch oder richtig-inzident; falsch oder richtig-prävalent). Bei der 
Auswahl der richtig bestimmten Proben wurde darauf geachtet, dass jeweils die 
Infektionsdauer der Patienten bis zur Probennahme zu den ausgewählten falsch-
bestimmten Proben vergleichbar war. Bei diesem 28er Referenzset stand genügend 
Material zur Verfügung, so dass alle Untersuchungen an ihm durchgeführt wurden. 
Für zwei Untersuchungen (Neutralisierende Antikörper und IgG-Gesamtgehalt) 
wurde die Hälfte des RPP getestet. Diese 74 Proben enthielten ebenfalls immer die 
28 Proben. Die Einteilung in die vier verschiedenen Reaktionskategorien für das 28er 





CD4+-Zellzahl und Viruslast 
Die CD4+-T-Zellzahl und die Viruslast lagen für 63 von 81 Patienten vor. Die Höhe 
der CD4+-Zellzahl ist bei HIV-Infizierten ein Marker für den Zustand des 
Immunsystems. Da HIV nur CD4+-Zellen infizieren kann, ist eine niedrige CD4+-
Zellzahl (< 400/µl) im Patienten meist mit einem Anstieg der Viruslast im Blut 
korreliert. Gerade für die CD4+-Zellzahl könnte man einen Zusammenhang erwarten, 
da eine niedrige CD4+-Zellzahl eine Schwächung des Immunsystems anzeigt und 
davon der Titer an HIV-spezifischen Antikörpern betroffen sein kann. 
Es konnte jedoch keine auffällige Korrelation zwischen der Höhe der Viruslast bzw. 
CD4+-Zellzahl und einer Fehl-Klassifizierung festgestellt werden. Dass weder die 
CD4+-Zellzahl noch die Viruslast einen Einfluss auf die Avidität der Antikörper hat, ist 
auch in der Literatur beschrieben [121, 129]. 
Allerdings wurden die Viruslast und CD4+-Zellzahl nicht immer aus der Blutentnahme 
bestimmt, die auch für den Inzidenztest verwendet wurde, da diese Labordaten von 
den einsendenden Ärzten abgefragt wurden. 
Ein zeitlicher Abstand von ein paar Wochen könnte in Bezug auf die Höhe der CD4+-
Zellzahl und Viruslast einen Unterschied ausmachen [62], der die Korrelation 
beeinflusst. 
Neutralisierende Antikörper, IgG-Gesamtgehalt und IgG-Subklassen 
Auch für den IgG-Gesamtgehalt und den Titer an neutralisierenden Antikörpern, die 
jeweils in 50% (74 Proben) des RPP gemessen wurden, konnte keine Korrelation mit 
den Inzidenz-ELISA-Ergebnissen festgestellt werden. 
Damit wurde die These, dass ein hoher Anteil an HIV-spezifischen IgG-Antikörpern 
oder besonders aviden Antikörpern mit einem hohen IgG-Gesamtgehalt oder einem 
hohen Titer an neutralisierenden HIV-Antikörpern korreliert, nicht bestätigt. Allerdings 
wurden in dem Neutralisationstest nicht die autologen Viren der Patienten, sondern 
ein Laborstamm als zu neutralisierendes Antigen verwendet. 
Es ist daher nicht auszuschließen, dass die Aktivität der neutralisierenden Antikörper 
gegenüber den autologen Viren der jeweiligen Patienten differiert. Es wurde gezeigt, 
dass Patienten innerhalb der ersten 39 Monate einer HIV-Infektion neutralisierende 
Antikörper gegen autologe Viren bilden, während gegen Laborstämme der Titer an 
neutralisierenden Antikörpern oft zeitlich versetzt auftrat und niedriger war [184]. 
Die IgG-Subklassen dagegen unterschieden sich im IgG3-Gehalt in den 28 Proben 
gruppenspezifisch. Der IgG3-Gehalt der falsch-inzident gemessenen Proben war 
signifikant niedriger als der in richtig-prävalent bestimmten Proben. Auch nach der 
Überprüfung des gesamten RPP blieb der Unterschied signifikant. 
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Der niedrigere IgG3-Gehalt der zwölf falsch-inzident bestimmten Proben gegenüber 
den richtig-prävalent bestimmten Proben könnte ein Hinweis auf einen zeitlich 
verzögerten Subklassen-Switch in den Patienten mit falsch-inzident bestimmten 
Proben sein, und einen Ansatzpunkt für eine verbesserte Detektion von richtig-
inzidenten Proben darstellen. Direkt konnte mit dieser zusätzlichen Information 
jedoch keine Verbesserung erzielt werden, da sich die falsch-inzident bestimmten 
Proben zwar aufgrund des niedrigen IgG3-Gehaltes von den richtig-prävalenten 
Proben, jedoch nicht von den richtig-inzident bestimmten Proben abgrenzen ließen. 
Für die verschiedenen Reaktionskategorien wurden auch einige Unterschiede in 
anderen Subklassen, IgG1 und IgG2, beobachtet, wenn auch (noch) nicht signifikant. 
Wilson et al. [120] setzten bereits die spezifischen Anti-p24-IgG3 Antikörper zur 
Unterscheidung zwischen inzidenten und prävalenten Proben ein. Eine 
Feindifferenzierung der IgG-Subklassen könnte demnach zur Verbesserung der 
Inzidenzteste beitragen. 
Antikörper gegen env gp41 
In Western Blot-Analysen der 28 Proben zeigte sich, dass von fast allen Patienten 
aller vier Reaktionsgruppen gegen zwei Antigene, gp160/120 und p24, Antikörper 
gebildet wurden, während die Antikörperantwort für die anderen HIV-Antigene sehr 
heterogen war. Die gp160 Bande ist das Env-Vorläuferprotein aus gp120 und gp41. 
Der Einfluss des chaotropen Agenz auf die Antikörperbindung an das gp160 und 
gp120 war vergleichbar mit den Ergebnissen der AI-Methode und somit eine 
Bestätigung dieser Methode. Antikörper gegen das Kapsidprotein p24 waren 
ebenfalls in fast allen Proben enthalten. 
Mit dem WB-AI für das p24 war ebenfalls keine Unterscheidung der inzidenten 
Proben von den anderen Proben möglich. Für eine bessere Detektion inzidenter 
Proben könnte jedoch die Abwesenheit von Antikörpern gegen die Integrase (p31) in 
der Gruppe der frisch Infizierten ein weiteres Unterscheidungsmerkmal darstellen. 
Hier zeigten nur zwei der sieben Proben eine p31 Bande, während in den anderen 
Gruppen jeweils sechs von sieben Proben eine Reaktivität gegen p31 zeigten. Solch 
unterschiedliche Antikörperprofile nutzt die von Schüppbach et al. (2005) entwickelte 
Methode zur Inzidenztestung [118]. 
Bei dieser Methode wird die Antikörperantwort gegen verschiedene Antigene von 
HIV anhand des Bandenmusters und der Intensität der einzelnen Banden bewertet 
und mit einem Algorithmus, bei dem die Intensitäten dieser Antikörperantworten 




Ein Peptid-ELISA mit überlappenden Peptiden des gp41 wurde zur Überprüfung der 
Antikörperreaktivitäten in den Proben des gut charakterisierten RPP eingesetzt. Das 
antigene Epitop, das im BED-ELISA eingesetzt wird, ist schon lange als 
immundominantes Epitop charakterisiert [185]. Diese Region des 
Transmembranproteins zeigte wie erwartet die höchste Reaktivität im Peptid-ELISA. 
Darüber hinaus konnten keine auffälligen Antikörperantworten identifiziert werden, 
die mit einer Fehl-Klassifizierung korrelierten. 
Virale env gp41 Varianten 
In 99% aller Patienten wird gegen das virale env-gp41 eine Antikörperantwort 
induziert [186] und der immundominante Bereich des gp41 wird im BED-ELISA als 
Antigen verwendet [113]. Daher wurde das virale gp41 aus den 28 ausgewählten 
Proben des RPP amplifiziert und sequenziert, um Sequenzvarianten in der 
immundominanten Region im gp41 zwischen den vier Reaktionsgruppen 
identifizieren zu können. 
Eine Überprüfung der viralen env-gp41 Sequenzen ließ die für env charakteristischen 
inter-Patient Divergenzen von 12-17% erkennen [164, 165]. Es konnten keine virus-
spezifischen Besonderheiten im env gp41 identifiziert werden, die eine Erklärung für 
falsch-inzidente bzw. falsch-prävalente Antikörperreaktivitäten ergaben. 
Unter allen geprüften viralen und Wirtsdeterminanten bietet ausschließlich die 
Feindifferenzierung der HIV-1 spezifischen IgG-Subklassen einen Ansatzpunkt, mit 
dem die Inzidenzteste in ihrer Spezifität eventuell verbessert werden könnten. 
 
4.3 Einsatz Filter-getrockneter Plasmaproben für 
Antikörper- und Genomnachweis in Studien 
Die Verwendung von Filter-getrocknetem Probenmaterial bietet viele Vorteile in 
Studien, da der Versand und die Lagerung der Proben sich vereinfachen. 
In einer Reihe von Studien wurden bereits Filterproben aus Plasma, Serum oder 
EDTA-Blut für Untersuchungen der HIV-Antikörper, der proviralen DNA und der 
viralen RNA eingesetzt [130-132, 167, 173, 187]. Die Aussagen hinsichtlich der 
erforderlichen Lagerungstemperaturen für den RNA-Nachweis unterschieden sich 
jedoch [132, 167]. 
Das wichtigste Argument für die Verwendung von Filterproben ist der deutlich 
günstigere und unkompliziertere Versand des Probenmaterials. Wenn für eine 
deutschlandweite Inzidenzstudie EDTA-Blut eingesetzt werden sollte, müsste jede 
Patientenprobe von einem besonderen Kurierdienst innerhalb von 24 Stunden an 
das RKI geschickt werden, 
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wie dies in der HIV-Serokonverterstudie organisiert ist [69]. Die Proben müssen nach 
Erhalt sofort aufgearbeitet und das gewonnene Serum/Plasma asserviert werden. 
Dies ist sehr kosten- und arbeitsaufwendig. Je nach Untersuchungsmaterial und 
geplanter Analytik können Filterproben hingegen über einen gewissen Zeitraum 
gesammelt werden und sachgerecht verpackt per Post an das RKI geschickt werden. 
Dies ist wesentlich kostengünstiger. Die Lagerung ist ebenfalls einfacher, da eine 
Filterkarte im Vergleich zu Probenröhrchen weniger Lagerplatz benötigt. 
Auch für das Handling der Proben im Labor stellen Filterproben eine Vereinfachung 
dar, da hierbei nicht infektiöses Material weiterverarbeitet wird. Aus diesen Gründen 
war die Frage, inwieweit die serologische Inzidenztestung auch aus Filterproben 
durchführbar ist, im Vorfeld der Planung einer deutschlandweiten Inzidenzstudie sehr 
wesentlich. 
Durch die Untersuchung der Infektiosität von HIV-Filterproben in dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass HIV durch die Trocknung auf Filter inaktiviert wird. Dies ist ein 
Grund, warum Filterkarten in besonderen Umverpackungen mit der Post geschickt 
werden können und keinen besonderen Kurierdienst benötigen. 
Zur Validierung des BED-ELISA aus Filter-getrocknetem Material wurden von 
Probenplasma 30µl auf Filter getropft, da dies ungefähr einem Blutstropfen aus der 
Fingerbeere entspricht. Ausgehend von dieser Probenmenge waren zuvor in der 
Arbeitsgruppe verschiedene andere serologische Teste aus Filtern etabliert worden 
und in verschiedenen Studien eingesetzt worden [188-190]. 
Zur Durchführung des BED-ELISA wurden die Filter in 450µl Probenpuffer eluiert. 
Dies entspricht einer 1:15 Probenverdünnung, die bei bestätigt HIV-positiven 
Serum/Plasmaproben keine Einschränkung der Testsicherheit bewirkte. 
Es konnte mit dem RPP gezeigt werden, dass der BED-ELISA sehr gut mit den 
Filtereluaten durchführbar ist, vorausgesetzt die Kalibratoren werden in gleicher 
Weise prozessiert. Der IDE-V3 lieferte sogar eine bessere Sensitivität mit Filter-
getrockneten Proben. Für diesen Test könnte demnach eine Vorverdünnung der 
Plasmaproben die Sensitivität und Spezifität in der regulären Durchführung eventuell 
verbessern. 
Ein Nachteil von Filterproben ist, dass Standard-HIV-Diagnostik und 
Genomnachweis nicht oder nur mit eingeschränkter Sensitivität möglich sind. So 
wurden in den weitergehenden Untersuchungen in dieser Arbeit festgestellt, dass für 
eine Untersuchung der viralen RNA aus Filterproben diese bei mindestens -20°C 
gelagert werden müssen. Durch die Trocknung und Lagerung der Proben kommt es 
zu einem Sensitivitätsverlust in der Viruslastbestimmung. 
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Da man durch die Elution aus den Filtern zwangsläufig eine Probenverdünnung 
einführt, können zudem schwach positive Antikörperproben von Patienten, die sich in 
der Serokonversion befinden, falsch-negativ werden. Für serologische 
Individualdiagnostik sind Filter-getrocknete Proben im Hinblick auf negative 
Untersuchungsergebnisse nicht einsetzbar. Genomnachweise können ebenfalls nur 
mit reduzierter Nachweisgrenze aufgrund des limitierten Ausgangsvolumens, das 
getropft wird, durchgeführt werden. 
In Inzidenzstudien kann der BED-ELISA aus Filter-getrockneten Plasmaproben 
jedoch ohne Einschränkung eingesetzt werden, vorausgesetzt die Kalibratoren 
werden in geeigneter Weise eingesetzt. 
 
4.4 HIV-Pilot-Inzidenzstudie in Berlin 
Seit der Erfassung der HIV-Diagnosen in Deutschland erreichten die Fallzahlen den 
niedrigsten Stand im Jahr 2001 mit deutschlandweit 1443 gemeldeten Fällen. 
Seitdem gab es einen Anstieg um 80% auf 2638 neugemeldete Fälle im Jahr 2006. 
In Jahr 2006 wurden 389 neu diagnostizierte HIV-Fälle für Berlin gemeldet [5]. 
Früher wurde in Deutschland die HIV-Inzidenz durch Rückrechnung der gemeldeten 
AIDS-Fälle und den gesammelten Prävalenzdaten geschätzt, es gab also keine 
aktuell berechnete Inzidenzrate. Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Pilotstudie 
sollte erstmalig eine Inzidenzrate für das Land Berlin berechnet werden und die 
Durchführbarkeit einer deutschlandweiten Inzidenzstudie eingeschätzt werden [150, 
191]. 
Da anhand des RPP für den BED-ELISA eine Sensitivität und Spezifität von um die 
80% berechnet wurde, wurde eine Adjustierung der Ergebnisse der Pilotstudie 
durchgeführt. Die in der Pilotstudie durchgeführte Adjustierung basiert auf der 
Annahme, dass sich das Studienkollektiv im BED-ELISA ähnlich dem 
Referenzprobenpanel verhalten wird. Da über die HIV-Inzidenz in Deutschland keine 
anderen Daten zur HIV-Inzidenz vorhanden sind, ist dies die einzige Möglichkeit 
einer Adjustierung. Für eine nationale HIV-Inzidenz-Studie könnte man 
berechtigterweise kritisieren, dass das RPP nicht der durchschnittlichen Population 
der HIV-Infizierten in Deutschland entspricht und es dadurch eventuell zu einer 
Verzerrung der Ergebnisse durch eine solche Adjustierung kommen könnte. In dem 
Fall der HIV-Inzidenz-Pilotstudie für Berlin war die Studienpopulation dem RPP sehr 
ähnlich, weswegen die Annahme, das sich das Studienkollektiv ähnlich dem RPP 
verhalten wird, gerechtfertigt scheint. 
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In der Pilotstudie wurde ein adjustierter Anteil inzidenter Infektionen von 50,9% in 
dem Studienkollektiv ermittelt. Für die Gruppe der MSM lag der Anteil inzidenter 
Infektionen bei 54,4% und für die anderen Risikogruppen bei 16,1%. Diese Zahlen 
liegen im internationalen Vergleich hoch. Eine Studie in Österreich ermittelte einen 
Inzidenzanteil von 27,3% unter neu diagnostizierten Patienten zwischen Januar 2002 
und Oktober 2003 [128]. In Frankreich wurde insgesamt ein Anteil von 24,9% und 
46% nur für MSM in dem Zeitraum Januar 2003 bis März 2005 beobachtet [115]. In 
der Schweiz wurden 36% inzidenter HIV-Infektionen in neu diagnostizierten 
Patienten während eines einjährigen Beobachtungszeitraumes festgestellt [119]. 
Im Raum Berlin wurden insgesamt in der Sammlungsperiode der Studie 495 HIV-
Erstdiagnosen dem RKI gemeldet. Mit 26% aller Erstdiagnosen (n = 132) ist diese 
Pilotstudie für den gesamten Raum Berlin fast repräsentativ. Unter den 132 
Patienten der Studie waren Frauen, Personen aus HPL und Männern mit 
heterosexuellen Kontakt deutlich unterrepräsentiert, während die Gruppe der MSM 
mit 90% gegenüber 77% unter den gemeldeten Erstdiagnosen signifikant 
überrepräsentiert war. Ein Vergleich der Altersgruppenverteilung der Patienten in der 
Inzidenzstudie mit den gemeldeten Erstdiagnosen, nur auf die Gruppe der MSM 
bezogen, zeigte eine signifikante Übereinstimmung zwischen den gemeldeten 
Erstdiagnosen und dieser Studie, so dass die Daten aus der Pilotstudie für die 119 
untersuchten MSM repräsentativ für MSM in Berlin sind. 
Der Selektionsbias hinsichtlich der Transmissionsgruppen ist durch die Rekrutierung 
der Patienten erklärbar. Die sehr gute Zusammenarbeit mit Berliner Ärzten und dem 
RKI im Rahmen der Serokonverterstudie führte dazu, dass viele Patienten 
gleichzeitig an der Serokonverterstudie und der Inzidenzstudie teilnahmen, da sie die 
Einschlusskriterien beider Studien erfüllten. Dies wiederum führte zu einem 
überproportionalen Anteil an MSM, da sich diese Risikogruppe häufiger testen lässt 
und der Anteil an frischen Infektionen unter den neu-diagnostizierten Patienten hoch 
liegt. Auch ist die Gruppe der MSM Studien gegenüber häufig aufgeschlossener. Der 
Anteil der inzidenten Infektionen war besonders hoch in der Altersgruppe von 20 bis 
29 Jahren [150]. 
Das besondere Testverhalten der MSM und der schon erwähnte Selektionsbias 
durch die Serokonverterstudie erklärt möglicherweise den in der Studie gefundenen 
signifikanten Zusammenhang zwischen der Anzahl früherer HIV-Teste und einem 




Das alarmierende Ergebnis dieser Studie ist die beobachtete höhere Inzidenzrate bei 
jungen MSM. Dieses Ergebnis ist eine Bestätigung der Ergebnisse einer anderen 
epidemiologischer Studie zu „knowledge, behavior and attitude“ (KABaSTI). In dieser 
Studie wurden über Internetportale speziell die Gruppe der MSM befragt [189]. Die 
Ergebnisse zeigten, dass gerade die Gruppe der MSM auf der einen Seite gut 
aufgeklärt sind, jedoch die Angst vor einer HIV-Infektion gerade unter jungen MSM 
stark nachgelassen hat. 
Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist die gute Selbsteinschätzung der Patienten 
bezüglich des vermuteten Infektionszeitpunktes, obwohl nur bei 30% der Patienten 
eine Serokonversionssymptomatik vorlag. Diese Ergebnisse der HIV Pilot-
Inzidenzstudie legen nahe, dass ein großer Teil der Patienten mit frischer HIV-
Diagnose den Zeitraum unter Risiko, in dem die Infektion erfolgte, sehr gut 
einschätzen kann. Es kann aber auch gefolgert werden, dass Personen mit stark 
ausgeprägtem Risikobewusstsein eine frühe Diagnosestellung anstreben. Aus dem 
signifikanten Zusammenhang zwischen akuter Serokonversionssymptomatik und 
dem labordiagnostischen Nachweis einer frischen HIV-Infektion ist zu vermuten, 
dass das Auftreten einer akuten klinischen Symptomatik im Rahmen der 
Serokonversion ein begünstigender Faktor für eine frühe Diagnose darstellt. 
Die gewonnenen Daten und Ergebnisse lassen eine bundesweite Folgestudie im 
Rahmen der nationalen HIV-Surveillance als sinnvoll erscheinen. 
Zu erwartende Ergebnisse sind für die Präventionsmaßnahmen von Bedeutung und 
betreffen unter anderem folgende Bereiche: 
• Datenerhebung bei aktuell infizierten bzw. exponierten Personengruppen 
• Zeitnah zum Infektionszeitpunkt erfasste Risiken bzw. Risikoverhalten (jedoch 
zukünftig HIV-negative Kontrollgruppe erforderlich) 
• Infektiosität während der primären HIV-Infektion deutlich erhöht 
• Identifizierung von Bevölkerungsgruppen mit verzögertem Diagnostik-Zugang 
• Verknüpfung epidemiologischer und sozial-wissenschaftlicher Daten (KAB- 
oder „second Generation“ Surveillance) 
Das Bundesministerium für Gesundheit unterstützt nach Beurteilung der Ergebnisse 
der Pilotstudie jetzt eine dreijährige bundesweite Folgestudie, die im Januar 2008 
angelaufen ist und voraussichtlich im Juni 2010 endet. In dieser Studie wurden 
insbesondere während der Pilotphase gewonnene, operationale Erfahrungen 




Aus den beobachteten Selektionsbias ergab sich die Konsequenz, die Blutproben 
nicht über klinische Zentren oder Schwerpunktpraxen zu gewinnen, sondern über die 
Diagnostiklabore, in denen die HIV-Diagnose gestellt wird. In einem zweiten 
Studienarm werden dagegen soziodemographische, klinische und KAB-Daten 
gewonnen, wobei dazu mit klinischen Behandlern in sechs Sentinel-Gebieten in 
Deutschland kooperiert wird. 
 
4.5 Ausblick 
In dieser Arbeit wurden zwei Methoden zur Inzidenzbestimmung am RKI etabliert 
und validiert. Eine der beiden Methoden, der BED-ELISA wurde für die Auswertung 
der Berliner HIV-Inzidenz-Pilotstudie eingesetzt. Es ist davon auszugehen, dass 
aufgrund der angeborenen Variabilität der Immunantwort die hier ermittelten Werte 
zur Sensitivität und Spezifität der Testverfahren von etwa 80% nahe an dem Limit 
sind, welches man von einer serologischen Methode zur Erkennung von inzidenten 
Infektionen erwarten kann [111]. Sicherlich gibt es aber Möglichkeiten, aufgrund 
zusätzlicher Parameter die Aussagen zur Inzidenz zu verbessern. Ein Ansatzpunkt 
könnte die in dieser Arbeit identifizierte Häufung von niedrigen IgG3-
Antikörperspiegeln im Plasma falsch-inzidenter Probanden sein. 
Der Grund für die ca. 20% Patientenproben, welche zu hohe (12 von 148 falsch-
prävalent im BED-ELISA) oder zu niedrige (13 von 148 falsch-inzident im BED-
ELISA) HIV-spezifische Antikörpertiter oder zu gering (15 von 148 falsch-inzident im 
AI) oder zu hoch (17 von 148 falsch-prävalent im AI) avide Antikörper entwickeln, ist 
nach allen bisherigen Hinweisen nicht von den infizierenden Viren abhängig. 
Die Antikörperreifung durch somatische Hypermutation sowie der Subklassen-Switch 
der IgG-Antikörper sind Prozesse, die von den genetischen Veranlagungen des 
Individuums abhängig sind. Durch Untersuchungen der Wirtsgenome großer 
Kohorten HIV-Infizierter könnten bestimmte HLA-Muster oder andere genetische 
Marker für die angeborene oder adaptive Immunantwort identifiziert werden, welche 
zu einer solch unterschiedlichen Antikörperentwicklung führen. 
Solche Daten könnten im Rahmen von großen Studien, wie zum Beispiel der zurzeit 
laufenden Internationalen HIV-Kontroller-Studie (http://www.hivcontrollers.org), 
gewonnen werden. 
Das Ziel der Kontroller-Studie ist, herauszufinden, warum manche Patienten ihre 
HIV-Infektion ohne Medikamente unter Kontrolle halten können. Die Hoffnung ist, 
über diese Studie neue Hinweise zur Entwicklung verbesserter Medikamente oder 
eines Impfstoffes zu erhalten. 
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Die Kohorte der „HIV-Kontroller“ soll vor allen Dingen mit den neuen technischen 
Möglichkeiten der Ganz-Genom-Sequenzierung im Rahmen von „Genome-wide 
association studies“ (GWAS) untersucht werden [192, 193]. Im Rahmen solcher 
Untersuchungen könnte eine Antwort auf die unterschiedliche Antikörperentwicklung 
der Patienten herausgefunden werden. 
An den Ergebnissen dieser Arbeit und auch an den bisher veröffentlichten Daten zu 
den verschiedenen Inzidenztesten wird deutlich, dass eine Sensitivität und Spezifität 
von 80% bzw. 86% für eine individuelle Diagnostik nicht ausreicht. Eine solche 
individuelle Diagnose über die Dauer der Infektion wäre jedoch für den Patienten von 
Vorteil, wenn dadurch die Therapie besser angepasst werden könnte. Die genaue 
Kenntnis des Infektionszeitraumes im Vorfeld von Studien zum geeigneten 
Therapiebeginn sind wichtig, um eine Aussage über die Wirkung einer frühen 
Therapie treffen zu können. 
Die Bestimmung der Inzidenzrate innerhalb einer Population ist vor allem für die 
epidemiologische Überwachung sehr wichtig. Hiermit kann sowohl das aktuelle 
Transmissionsgeschehen der Epidemie überwacht, als auch die Präventionsarbeit 
bewertet und gegebenenfalls an veränderte Verhaltensweisen der Risikogruppen 
angepasst werden. Für die Bestimmung der Inzidenz ist sowohl eine möglichst hohe 
Spezifität als auch Sensitivität des Testes sehr wichtig. Für eine möglichst sichere 
Identifizierung von inzidenten Infektionen ist eine hohe Spezifität wichtig. 
Für den IDE-V3 ELISA wurde anhand des RPP eine Spezifität von 99% bei einen 
Cut-Off von 0,5 ermittelt. Dies ging aber zu Lasten der Sensitivität (40%). Dieses 
Ergebnis entspricht dem Ergebnis einer Vergleichsuntersuchung von vier 
Inzidenztesten in Afrika, in denen der IDE-V3 ebenfalls die höchste Spezifität (96%) 
bei einer geringen Sensitivität von 42% aufwies [180]. Im BED-ELISA kann jedoch 
durch eine Herabsetzung des Cut-Offs auf 0,5 ODn die Spezifität ebenfalls auf 92% 
bei einer gleichzeitigen Sensitivität von 70% erhöht werden. Dies führt zu einem 
erheblich höheren Anteil an sicher inzident identifizierten Patienten. 
Durch eine parallele Bestimmung des Inzidenzanteils und einer gleichzeitigen 
Patientenbefragung, in der Daten zu Wissen, Einstellung und Verhalten abgefragt 
werden, wie in der Pilotstudie angewandt, erhält man gute Korrelationen. 
Diese Datensätze gesichert inzidenter Patienten können gesondert ausgewertet und 






Die Inzidenz in einer Bevölkerung oder in bestimmten Risikogruppen festzustellen ist 
nicht nur für Surveillance und Prävention wichtig. Um eine aussagekräftige 
Impfstoffstudie durchführen zu können, muss man die Inzidenzrate kennen, um die 
erforderliche Größe der Studiengruppen bestimmen zu können. Daher sollte jeder 
Impfstoffstudie eine Inzidenz-Studie vorgeschaltet sein [97]. 
Ist die vorhergesagte Inzidenzrate zu hoch, so ist in einer Impfstoffstudie die Zahl der 
serokonvertierten Individuen in der nicht geimpften Gruppe zu klein, um ein 
belastbares Ergebnis erwarten zu können. So wurden zum Beispiel 2006 zwei 
Studien zu Microbiziden abgebrochen, da die erwartete Inzidenzrate von 5% und 4% 
zu hoch lagen gegenüber der während der Studien aktuell beobachteten 
Inzidenzraten von 2% [94]. Selbst kleine Unterschiede zwischen vorhergesagter und 
tatsächlicher Inzidenz können einen großen Effekt auf die Aussagekraft einer 
Impfstoffstudie haben. Wenn eine Inzidenzrate von 5% vorhergesagt ist, und die 
tatsächliche Inzidenzrate nur 4% beträgt, so muss die Anzahl der Studienteilnehmer 
für die Sicherheit der statistischen Aussage um 25% erhöht werden [97]. Ein 
grundsätzliches Problem von Inzidenzstudien bleibt jedoch immer bestehen. Sobald 
man in eine Population hineingeht, um die Inzidenz zu bestimmen, beeinflusst man 
die Inzidenzrate selbst [97]. 
Durch die in dieser Arbeit etablierten und validierten Methoden könnten die sehr 
aufwendigen und teuren longitudinalen Verlaufsstudien durch eine „Single-Sample“-
Testestrategie zumindest teilweise ersetzt werden. Dies hätte zusätzlich den Vorteil, 
dass eine solche Studie relativ schnell durchgeführt werden könnte und nicht über 
mehrere Jahre hinweg laufen müsste. 
Die zusätzliche Möglichkeit der Nutzung Filter-getrockneter Proben für die 
serologischen Inzidenzuntersuchungen ist auch ein großer Vorteil für die 
Durchführung solcher Studien in Entwicklungsländern, in denen eine durchgehende 
Kühlkette oft nicht gewährleistet ist. 
Durch diese Arbeit wurde gezeigt, dass Inzidenzstudien anhand serologischer Teste 
durchführbar sind. Diese Arbeit schafft die Voraussetzung für die im Januar 2008 
begonnene deutschlandweite Inzidenzstudie, die mit Filterproben durchgeführt wird. 
Die Ergebnisse der nationalen Studie sollen dazu beitragen, die Prävention präziser 
auf die Risikogruppen einzustellen, damit der derzeitig zu beobachtenden Zunahme 
der neu diagnostizierten HIV-Infektionen in bestimmten Risikogruppen 
schnellstmöglich Einhalt geboten wird. 
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